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The  HIV pandemic already affects 38 million people in the world, and more than 90% 
of new HIV infections happen in Sub-Saharan Africa. A high genetic HIV diversity was 
observed in Kinshasa, the capital of the Democratic Republic of the Congo (DRC) and the 
epicentre of the HIV pandemic, with co-circulation of multiple and complex HIV variants. 
In this Thesis, we studied the HIV virus in infected people from Kinshasa, mainly in a 
pediatric population, with scarce knowledge related to their epidemiological 
characterization, antiretroviral resistance, immunity status, or vaccination coverage, 
among others. In our study we mainly used dried blood spots (DBS), as an alternative 
sample to plasma, for being easier to collect and ship to centralized facilities than 
plasma, evaluating its performance in different methodologies. 
The main objectives of this Thesis were: 1) to evaluate the performance of new point-
of-care (POC) molecular techniques for HIV diagnosis and quantification with a high 
diversity of HIV-1 recombinants; 2) to characterize the circulating HIV variants and their 
temporal trends in Kinshasa and the DRC; 3) to describe the drug resistance mutation 
prevalence and its therapeutic impact in HIV-infected pediatric patients;  4) to analyse 
the impact of HIV exposure and infection on immune profiles in children; 5) to analyse 
and quantify the presence of protective IgG antibodies against pathogens responsible of 
vaccine-preventable diseases.  
We confirmed the utility of POC Xpert HIV-1 Tests for detection-quantification of 
complex HIV recombinants using DBS, identifying 8 false HIV+ diagnoses performed in 
DRC. We observed high correlation (R2 = 0.89) during viraemia quantification by using 
Cepheid-POC-Xpert-HIV-1VL and the non-POC-COBAS®TaqMan®HIV-1-Testv2, but 
showing clinically relevant ≥0.5 log VL differences in 15.4% of 78 cases among both 
assays. We presented the first data confirming the utility of Xpert HIV-1 tests for 
detection-quantification of unique HIV recombinant variants. We also provided unique 
and updated information related to HIV-1 variants currently circulating in Kinshasa, 
reporting the temporal trends of subtypes/CRF/URF during 43 years in the DRC. The 
main HIV variants founded in our cohort were A (26.7%), G (9.7%) and C (7.3%) and 
recombinants forms (12.7%/23.6% Circulant/Unique Recombinant Forms). We 
identified the first CRF47_BF reported in Africa and 4 transmission clusters. A significant 
increase of subtype A and sub-subtype F1 and a significant reduction of sub-subtype A1 
and subtypes D were observed during 2016-2018 compared with 1983 to 2008. 
Regarding HIV-infected pediatric patients under ART, 89.1% showed virological failure 
and 67.3% carried viruses with major-DRM to 1 (12.7%), 2 (47.3%) or 3 (5.5%) ARV-
families. Most harboured DRM to NNRTI (73.5%) or NRTI (61.2 %), 8.3% major-DRM to 
PI and 15% minor-DRM to INI. Our results support the need for routine resistance 
monitoring for optimal ART and to control the spread of resistant HIV in the country.  
Regarding respect to the immune biomarkers, HIV-infected children presented higher 
levels of 6 biomarkers (CD14, HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-1α, and CD163) than the 
unexposed group. In exposed children, we found 6 biomarkers elevated (CD14, HVEM, 
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B7.1, Siglec-10, HIF-1α, and IRAK-M) vs. unexposed children. Five biomarkers (CD14, 
HVEM, B7.1, Siglec-10, and HIF-1α) presented higher expression in both HIV+ and 
exposed children vs. unexposed group, with HVEM and CD14 overexpressed among 
HIV+ vs. exposed children. All these significant differences in specific biomarkers 
expression across groups strongly suggested an impact of HIV infection and/or HIV 
exposure on these immune biomarkers’ expression. Lastly, the pediatric cohort from 
Kinshasa under study showed low immunization levels against diphtheria, tetanus, 
pertussis, measles, mumps and rubella, being lower in HIV-infected children vs. non-
infected. We also established the cut-off values that provided optimal sensitivity and/or 
specificity in DBS for each infection.  
Our data support the utility of DBS for HIV testing, immune markers quantification, 
and vaccination coverage monitoring in low-middle income countries. In these 
countries, live most new HIV-infected people live and the laboratory and sample 
management resources are limited. 
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La pandemia del VIH afecta ya a 38 millones de personas en el mundo, y más del 90% de 
las nuevas infecciones por VIH ocurren en África subsahariana. En Kinshasa, la capital de 
República Democrática del Congo (RDC) y epicentro de la pandemia del VIH, se observó 
una alta diversidad genética del VIH, con co-circulación de múltiples y complejas 
variantes del VIH. En esta Tesis se estudió el virus del VIH en población infectadas de 
Kinshasa, principalmente población pediátrica, con escaso conocimiento sobre su 
caracterización epidemiológica, resistencia antirretroviral, estado de inmunidad o 
cobertura vacunal, entre otros. En nuestro estudio utilizamos principalmente muestras 
de sangre seca (DBS), como alternativa al plasma, por ser más fácil de recolectar y enviar, 
y evaluamos su utilidad en diferentes metodologías. 
Los principales objetivos de esta Tesis fueron: 1) evaluar las nuevas técnicas moleculares 
point of care (POC) para el diagnóstico y cuantificación del VIH con una alta diversidad 
de recombinantes del VIH-1; 2) caracterizar las variantes circulantes del VIH y sus 
tendencias temporales en Kinshasa y RDC; 3) describir la prevalencia de mutaciones de 
resistencia (MDR) a fármacos antirretrovirales (ARV) y su impacto terapéutico en 
pacientes pediátricos infectados por VIH; 4) analizar el impacto de la exposición y la 
infección por VIH en los perfiles inmunitarios de pacientes pediátricos; 5) analizar y 
cuantificar la presencia de inmunoglobunlinas G (IgG) protectoras frente a patógenos 
responsables de enfermedades prevenibles por vacunación. 
Confirmamos la utilidad de las pruebas POC Xpert HIV-1 para la detección y 
cuantificación de recombinantes complejos del VIH utilizando DBS, identificando 8 
diagnósticos falsos positivos de VIH realizados en RDC. Observamos una alta correlación 
(R2 = 0,89) durante la cuantificación de la carga viral (CV) mediante el uso de la técnica 
POC, Cepheid Xpert HIV-1 CV y la prueba no POC COBAS TaqMan HIV-1 Test v2. Ambas 
técnicas  mostraron diferencias clínicamente relevantes (CV ≥0,5 log) entre ambos 
ensayos en el 15,4 % de los 78 pacientes. Presentamos los primeros datos que confirman 
la utilidad de las pruebas Xpert HIV-1 para la detección y cuantificación de formas 
recombinantes únicas (URF) del VIH. También proporcionamos información única y 
actualizada relacionada con las variantes del VIH-1 que circulan actualmente en 
Kinshasa, informando de las tendencias temporales de los subtipos, CRF y URF durante 
43 años en RDC. Las principales variantes del VIH encontradas en nuestra cohorte fueron 
A (26,7%), G (9,7%), C (7,3%), CRF (12,7%) y URF (23,6%). Identificamos el primer 
CRF47_BF descrito en África y 4 grupos de transmisión. Se observó un aumento 
significativo del subtipo A y subtipo F1 y una reducción significativa del subtipo A1 y 
subtipo D durante el periodo de 2016-2018 en comparación con 1983-2008. En cuanto 
a los pacientes pediátricos infectados por el VIH en tratamiento antirretroviral (TAR), el 
89,1% presentó fallo virológico y el 67,3% portaba virus con MDR principales en 1 
(12,7%), 2 (47,3%) o 3 (5,5%) familias de ARV. La mayoría de las secuencias virales 
albergaba MDR a ITINAN (73,5%) o ITIAN (61,2%), el 8,3% tenían MDR principales a IP y 
el 15% MDR secundarias a INI. Nuestros resultados apoyan la necesidad de un análisis 
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de resistencias rutinarias para conseguir un TAR óptimo y para controlar la propagación 
de variantes del VIH resistentes en el país. 
Respecto a los biomarcadores inmunes, los niños infectados por VIH presentaron niveles 
superiores de 6 biomarcadores (CD14, HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-1α y CD163) que el 
grupo de niños no expuestos. En el grupo de niños expuestos, encontramos 6 
biomarcadores elevados (CD14, HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-1α e IRAK-M) frente a los 
niños no expuestos. Cinco biomarcadores (CD14, HVEM, B7.1, Siglec-10 y HIF-1α) 
presentaron mayor expresión tanto en los niños infectados por VIH como en los 
expuestos frente al grupo de no expuesto, con HVEM y CD14 sobreexpresados en los 
niños con VIH frente a los expuestos. Todas estas diferencias significativas en la 
expresión de biomarcadores específicos entre los grupos sugirieron un fuerte impacto 
de la infección y/o la exposición al VIH en la expresión de estos biomarcadores inmunes. 
Por último, la cohorte pediátrica en estudio mostró niveles bajos de inmunización frente 
a difteria, tétanos, tosferina, sarampión, paperas y rubéola, siendo más bajos en niños 
infectados por VIH que en niños no infectados. También establecimos los valores de 
corte que proporcionaron una sensibilidad y/o especificidad óptimas en DBS para cada 
infección. 
Nuestros datos respaldan la utilidad de los DBS para diversas pruebas de diagnóstico y 
monitorización del VIH, de cuantificación de marcadores inmunitarios y de seguimiento 
de la cobertura de vacunación en países de bajos y medios recursos. En estos países, se 













BIOLOGÍA DEL VIH 
El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente infeccioso causante del 
síndrome de inmunodeficiencia adquirida (sida). Es un virus ARN de la familia de los 
retrovirus humanos (Retroviridae) y del género Lentivirus1. El virión tiene forma esférica 
y está formado por una envoltura externa o bicapa lipídica tomada de la membrana de 
la célula humana infectada, donde se inserta la glicoproteína Gp120 unida a la 
glicoproteína transmembrana Gp41 en forma de trímeros. Bajo la envoltura se sitúa la 
matriz proteica y en el interior se encuentra la cápside icosaédrica, que contiene las 
enzimas virales y el material genético del virus. Este está formado por dos cadenas 
sencillas de ARN de polaridad positiva de aproximadamente 9,8 kb asociadas a proteínas 
de la nucleocápside (Fig. I.1A)2.  
El genoma del VIH contiene tres regiones codificantes principales: gag, pol y env, 
comunes a todos los retrovirus. El gen gag codifica principalmente las proteínas 
estructurales que conforman la matriz, la cápside y la núcleocápside. El gen pol, codifica 
las enzimas virales responsables de la maduración (proteasa, PR), de la síntesis de ADN 
a partir del ARN (retrotranscriptasa, RT) y de la integración del genoma del virus en el 
genoma celular (integrasa, IN).  El gen env codifica el precursor de las glicoproteínas de 
la envoltura. Además, en el genoma del VIH hay otros seis genes adicionales (tat, rev, 
nef, vif, vpr y vpu) con capacidad reguladora esencial para que se lleve a cabo el ciclo 
viral a través de las proteínas que codifican. En los extremos 5’ y 3’ del genoma se 
encuentran repeticiones largas terminales (LTR), que permiten su circularización e 










Figura I.1. Estructura del virión (A) y genoma del VIH (B). 
 
  
El ciclo infectivo y de replicación tiene varias etapas (Fig. I.2): 1) interacción del virus 
con la célula diana (principalmente linfocitos T CD4+) por la unión de la glicoproteína 
viral Gp120 con el receptor celular CD4 y de otras proteínas de membrana celular que 
actúan como correceptores de virus, entre las que destacan CCR5 y CXCR4; 2) fusión de 
las membranas viral y celular y liberación al citoplasma de la cápside viral; 3) 
transcripción inversa del ARN viral a ADN proviral, el cual se acopla a una serie de 
factores celulares y virales formando el complejo de preintegración; 4) transporte de 
este complejo al núcleo e integración en el genoma de la célula hospedadora por la 
acción de la IN viral y las secuencias LTR; 5) transcripción del ADN proviral usando la 
maquinaria celular, produciendo ARN genómico viral y ARNm viral requerido para la 
síntesis de proteínas virales. La traducción de este ARNm genera poliproteínas que 
deben procesarse en fragmentos funcionales; 6) las proteínas virales procesadas son 
ensambladas y el virión por gemación sale de la célula a través de la membrana celular; 














Figura I.2. Ciclo replicativo del VIH. 
 
Leyenda Figura I.2. Adaptado de National Institutes of Allergy and Infectious Diseases, EE.UU. 
(National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) HIV Replication Cycle 
http://phil.cdc.gov/phil/details.asp). 
 
DIVERSIDAD GENÉTICA Y EVOLUCIÓN MOLECULAR DEL VIH 
De los virus descritos, el VIH es uno de los que presenta una mayor tasa evolutiva, es 
decir, un mayor número de cambios en el genoma por unidad de tiempo. La alta 
variabilidad genética del VIH es resultado de sus elevadas tasas de mutación y de 
recombinación, junto con su alta tasa de replicación. Se calcula que se producen y 
destruyen entre 1010 y 1012 nuevos viriones cada 2,5 días, que es el tiempo transcurrido 
entre generaciones virales6. Por cada ciclo replicativo y cadena de ARN viral se producen, 
aproximadamente, de 1 a 10 cambios de media y de 2 a 3 eventos de recombinación7,8. 
Dichas mutaciones permanecen en el genoma, ya que la RT carece de actividad 
correctora de errores y no elimina los nucleótidos (nts) erróneamente incorporados. 




(aa) les corresponda más de un codón de nts, hay mutaciones silenciosas o sinónimas 
(la sustitución del nts no produce cambio de aminoácido) y no silenciosas o no sinónimas 
(sí origina cambio de aminoácido)9. Dentro de un individuo infectado el virus se organiza 
como una población altamente heterogénea de distintas variantes genéticamente 
similares pero no idénticas. Esta estructura poblacional, denominada “cuasiespecie 
viral”, se caracteriza por un proceso constante de generación de mutantes, la 
competición entre ellos y la acción de eventos de selección positiva y/o negativa sobre 
las variantes generadas. Estos procesos tienen como resultado la dominancia del 
genoma o los genomas virales con mayor eficacia biológica o fitness (variante 
mayoritaria), acompañado de un amplio espectro de mutantes (variantes minoritarias) 
con un extenso rango de fenotipos10. Todas estas variantes del VIH tiene implicaciones 
clínicas y epidemiológicas importantes11,12. Asimismo, estos viriones pueden presentar 
distintos fenotipos respecto a virulencia, tropismo celular, velocidad de replicación, 
composición antigénica y susceptibilidad a los fármacos antirretrovirales (ARV). Todo 
ello, permite al virus la capacidad de seleccionar aquellas variantes que suponen una 
ventaja y así escapar a la presión selectiva que pudiera ejercer el sistema inmune o el 
tratamiento antirretroviral (TAR), por ejemplo. 
Para estudiar cómo evolucionan las poblaciones virales, es necesario medir la 
diversidad genética. Para determinar el grado de variabilidad de una población viral 
(población intra-huésped) o en cada paciente (población intra-huésped) es frecuente 
utilizar la distancia genética (d), que es el número medio de diferencias nucleotídicas 
entre pares de secuencias por sitio nucleotídico estudiado13. 
 
VARIANTES GENÉTICAS DEL VIH  
La variabilidad del virus se traduce en la aparición de numerosas variantes virales (Fig. 
I.3), que son el objeto de estudio de la epidemiología molecular. Basándose en su 
homología genética, el VIH se clasifica en dos tipos: 1 y 214,15. El VIH-1 es el más 
extendido y responsable de la mayoría de infecciones por VIH en el mundo. El VIH-2, 
identificado en 198614, es más cercano filogenéticamente al virus de inmunodeficiencia 





El VIH-1 ha sido clasificado en cuatro grandes grupos: grupo M (main o principal), 
grupo O (outlier o externo), grupo N (no-M, no-O) y el grupo P. Los grupos O, N y P 
presentan baja prevalencia y están restringidos a África subsahariana occidental y 
central o a casos aislados originarios de esa región. Solo el grupo M se ha expandido 
desde África al resto de continentes y es responsable del 97% de los cerca de 38 millones 
de infecciones a nivel mundial16. Los virus del grupo M han sido subdivididos en diez 
subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K, L)15,17, así como recombinantes entre ellos, que llevan 
fragmentos genómicos de distintos subtipos de los viriones parentales. Estos últimos se 
originan por fenómenos de recombinación tras una coinfección viral (infecciones 
sucesivas) o una superinfección (infecciones simultáneas) por 2 o más subtipos 
diferentes del virus en un mismo hospedador. Esto suele ocurrir en lugares donde hay 
una alta tasa de infección por VIH-1 y circulan a la vez múltiples cepas del virus. El VIH-
2 se ha clasificado en 9 grupos (A-I) y 2 recombinantes (CRF01_AB y URF), siendo el grupo 
A, y en menor medida el B, los más frecuentes a nivel mundial18. 
Estas formas recombinantes pueden ser circulantes (CRF, circulating recombinant 
forms) o únicas (URF, unique recombinant forms). Los CRF son recombinantes entre 
subtipos con secuencia completa, puntos de recombinación comunes y que han sido 
reconocidos en más de tres individuos infectados y no relacionados 
epidemiológicamente. Hasta el momento se han descrito 102 CRF19, identificados por 
un número y por los subtipos genéticos presentes en su genoma. Los URF son 
recombinantes intersubtipo encontrados en individuos aislados y con puntos de 
recombinación entre subtipos diferentes a los de los CRF conocidos, lo que no permite 
agruparlos con ellos. Si los URF se transmiten sucesivamente y se extienden entre la 












Figura I.3. Clasificación de las variantes del VIH.  
 
La distribución mundial de las distintas variantes dentro del grupo M del VIH-1 es 
heterogénea20 y, poco a poco, los límites geográficos entre subtipos van desapareciendo 
(Fig. I.4A). En África central, al ser el epicentro de la pandemia, coexisten un gran 
número de variantes. En el resto del mundo, la distribución del VIH-1 es probablemente 
debida a diferentes fenómenos de efecto fundador, es decir, la expansión de una 
variante concreta por ser la primera en llegar. Así, el subtipo C predomina en África del 
sur y oriental y también en la India; el subtipo A, en los países de la antigua Unión 
Soviética y el este de África; y su recombinante CRF01_AE, en el este y sudeste asiático. 
En las áreas más industrializadas, como Europa occidental y Norteamérica, el subtipo B 
es el predominante. Este subtipo B es la variante más estudiada y utilizada como modelo 
para el diseño y desarrollo de fármacos, vacunas, ensayos diagnósticos, y de gran parte 
de la investigación básica, aunque supone solo el 12,1% de las infecciones por VIH-1 a 
nivel mundial.  
A pesar de su prevalencia en estos países, los movimientos poblacionales 
comerciales, migratorios y turísticos han ido introduciendo variantes no-B del del grupo 
M del VIH-1, tanto subtipos como formas recombinantes, en pacientes inmigrantes y 
autóctonos. Las variantes no-B del VIH-1 son responsables del 87,9% de los 38 millones 
de infectados a nivel mundial. La variante prevalente en el mundo es el subtipo C 
(46,6%), seguida de los CRF, que representan el 16,8% de las infecciones (Fig. I.4B). En 
cuanto a la evolución de las variantes desde 1990 hasta el 2015 se observó una 




Figura I.4. Distribución geográfica de subtipos y algunos recombinantes del VIH-1 (A), 
prevalencia a nivel global entre 2010 y 2015 (B), y su evolución durante 1990-2015 (C). 
 
Leyenda Figura I.4. Figura adaptada de Hemelaar et al. 201920. 
 
La proporción de subtipos no-B y formas recombinantes del VIH-1 entre los nuevos 
diagnósticos se está incrementando en Europa21 alcanzando incluso el 50% en Francia, 
Bélgica y Suecia22–26. En España, la proporción de variantes no-B también está en alza, y 
hoy suponen el 10-15% de las infecciones por VIH-127–29. Por ello, se deben tener muy 
en cuenta estas nuevas variantes y formas recombinantes que provienen sobre todo de 
África central y que se están expandiendo por el resto del mundo. En pacientes 
pediátricos, la prevalencia de infección por variantes no-B del VIH-1 varía en función del 
país y del año de estudio. Son más prevalentes en África subsahariana, pero no existen 
suficientes estudios en esta población de muchos países africanos como ocurre en la 
República Democrática del Congo (RDC). 
INTRODUCCIÓN 
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La mayor diversidad de variantes se encuentra en África central, donde están 
presentes todos los subtipos de VIH-1 y muchos CRF y URF. Con el tiempo, las infecciones 
por los subtipos A, D, G y H han disminuido y han aumentado las causadas por el subtipo 
C, por CRFs y URFs. En los escasos estudios que existen de RDC, predomina el subtipo A 
(28,9%), seguido del subtipo C (15,5%). En el periodo 2010-2015, África central tuvo la 
mayor proporción de URF (21,3%) que otras regiones africanas, contribuyendo a una 
proporción total de recombinantes del 46,8%20. En RDC una de cada cuatro infecciones 
son causadas por formas recombinantes que pueden aumentar hasta en un 53,5% en 
colectivos de riesgo, como en trabajadoras sexuales30. En los últimos años se ha 
observado un aumento de URF y de los subtipos A, C, D y K, con una disminución de 
ciertos subtipos, como el F y el H (Fig. I.5)20.  










Leyenda Figura I.5. Figura adaptada de Hemelaar et al. 201920. 
 
IMPLICACIONES DE LA PRESENCIA DE VARIANTES NO-B DEL VIH-1 
La correcta identificación de subtipos y formas recombinantes del VIH-1 es de gran 
relevancia para entender problemas potenciales en el diagnóstico genético y 
serológico31, en el uso de TAR32, en la cuantificación de la viremia11,33,34, en la 
interpretación genotípica de las mutaciones de resistencia (MDR)35–37 y para 
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comprender la prognosis de la enfermedad38 o fallos en la eficacia de vacunas39. A nivel 
poblacional, la cocirculación de múltiples cepas en una misma región geográfica dificulta 
la creación de vacunas específicas ante la imposibilidad de desarrollar inmunidad frente 
a un amplio rango de variantes39–41. Pacientes infectados por ciertos subtipos no-B 
presentan una progresión acelerada de la enfermedad38,42,43 y tasas de transmisión 
diferente44. Los subtipos no‐B y recombinantes del VIH‐1 poseen, de manera natural, 
polimorfismos o marcadores genéticos específicos de variante a lo largo del genoma, 
incluyendo posiciones concretas de la PR, RT e IN asociadas a resistencia a los ARV. Estos 
polimorfismos pueden modular la capacidad replicativa del virus42, conducir a una 
sensibilidad reducida a esos compuestos45, seleccionar nuevas vías de adquisición de 
resistencia36 o una adquisición más rápida de la misma46, modificar la interpretación de 
los algoritmos de interpretación de resistencia genotípica37, reducir la barrera genética 
para seleccionar resistencia a ciertos fármacos ARV47, modificar las afinidades de unión 
a los fármacos48 o conferir una gran susceptibilidad a los inhibidores de la proteasa (IP) 
en subtipos no‐B del VIH‐149.  
Por ello, la presencia de subtipos no‐B del VIH‐1 no solo tiene implicaciones en el 
ámbito epidemiológico, sino también posiblemente importantes repercusiones clínicas 
y biológicas. A pesar de todo esto, existe una buena respuesta virológica e inmunológica 
al TAR en pacientes con subtipos no-B12,32. 
Aunque los inmunoensayos de última generación pueden detectar todos los subtipos 
del grupo M del VIH-1, el grupo O y el VIH-2, en regiones con recursos limitados donde 
ocurren la mayoría de las infecciones y circulan una gran cantidad de variantes distintas 
del virus, las pruebas diagnósticas son menos eficientes31. La detección directa del virus 
mediante PCR empleada en la cuantificación de la carga viral (CV) o en el diagnóstico 
molecular precoz del VIH-1 requiere sondas y cebadores específicos para amplificar la 
región diana del virus. Estos, al estar diseñados principalmente para detectar cepas del 
subtipo B, pueden ser responsables de falsos negativos en pruebas diagnósticas de 






EPIDEMIOLOGÍA DEL VIH 
A finales de 2019, 38 millones de personas vivían infectadas por VIH en todo el 
mundo, siendo 1,8 millones niños menores de 15 años y 1,6 millones de adolescentes. 
África subsahariana fue la región más afectada, con 25,6 millones de infectados, el 59% 
de las nuevas infecciones y el 90% de los casos en niños y adolescentes51. 
Hay grandes diferencias epidemiológicas según la zona geográfica. Por ejemplo, en 
Europa oeste y central y América del norte la mayor parte de la población (64%) 
infectada son hombres que tienen sexo con hombres, seguidos de clientes de servicios 
sexuales (16%). En África central y occidental, los hombres que tienen sexo con hombres 
solo suponen 21% de las personas que viven con VIH y el grupo mayoritario (31%) son 
población general (Fig. I.6)52  
La combinación de los programas de prevención y tratamiento del VIH en África 
occidental y central no ha tenido un gran impacto en el control de la epidemia en la 
región. Las nuevas infecciones anuales por VIH han disminuido en un 25% y el número 
de muertes relacionadas con sida disminuyeron un 37% desde 2010 en esta región 
africana52. La distribución de nuevas infecciones por VIH en personas de 15 a 49 años en 
Europa central y occidental, en África central y occidental y los grupos de riesgo más 
castigados se muestran en la Figura I.6. 
Figura I.6. Distribución de nuevas infecciones (15-49 años) por VIH en 2018 en Europa 
central/occidental y América del norte (A) y en África central y occidental (B)  según grupo de 
población de riesgo. 
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En cuanto a la transmisión materno-infantil, el 42% de las nuevas infecciones por VIH 
en niños en esta región en 2019 se produjo porque las mujeres embarazadas VIH 
positivas no recibieron tratamiento antitrretroviral (TAR) durante el embarazo y el 18% 
porque estas madres infectadas no recibieron medicamentos ARV durante la lactancia. 
La cobertura del diagnóstico precoz infantil en África central y occidental es tan solo de 
un 33% y el ratio de transmisión del VIH madre-hijo es de un 20% (Fig. I.7)52. 
Figura I.7. Situación de la trasmisión materno infantil en África central y occidental (2017-
2019). 
Leyenda Figura I.7. Adaptada de UNAIDS data 202052. 
 
EPIDEMIA DEL VIH EN REPÚBLICA DEMOCRÁTICA DEL CONGO 
En RDC, el número estimado de niños y adultos infectados por VIH es de 520.000, 
siendo un 71,7% mujeres. Los nuevos infectados han ido disminuyendo en un 39% desde 
2010, hasta llegar a los 23.000 en 2019. Hay una prevalencia de 0,8%, aunque se duplica 
en zonas urbanas, como en su capital, Kinshasa, llegando al 1,6%51.  
Respecto a los objetivos del 95-95-95 de UNAIDS para 2030, en RDC solo un 54% de 
los infectados por VIH conoce su estado y el 98% de ellos tiene acceso al TAR, pero los 
datos de supresión virológica no están disponibles, por lo que no se conoce la eficacia 
del mismo (Fig. I.8A). Si ponemos estos datos en el contexto de las 520.000 personas 
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Figura I.8. Progreso de los objetivos 95-95-95 en RDC (2015-2019) (A) y porcentaje de 
diagnóstico y tratamiento en la población total de RDC en 2019 (B). 
 
 
Leyenda Figura I.8. Figuras adaptada de AIDSinfo (A)51 y UNAIDS data 2020 (B)52 
 
En cuanto a la infección por VIH en menores de 15 años en el país, los últimos datos 
de 2019 registraban 68.000 infectados; de ellos un 29% conocían su estado y un 28% 
estaban bajo TAR (Fig. I.8B). El diagnóstico precoz infantil solo era accesible en 2019 





CURSO NATURAL DE LA INFECCIÓN 
La infección por VIH transcurre como una infección viral persistente que causa 
replicación viral y enfermedad crónica53. Se pueden diferenciar varias fases de la 
infección por VIH, identificadas por un conjunto de síntomas e indicadores clínicos 
(Figura I.9). 
La fase aguda, o infección primaria, se inicia en el momento del contagio. Durante los 
primeros días de la infección se produce una replicación masiva del virus dentro del 
organismo hasta alcanzar CV muy elevadas, infectando a células expuestas y a ganglios 
linfáticos. Después, se pasa a la fase crónica o de latencia clínica, coincidiendo con la 
aparición de la respuesta inmune y producción de anticuerpos (seroconversión). En ella, 
el portador es asintomático, porque su sistema inmune aún puede controlar la infección. 
En ausencia de TAR, la mayoría de los pacientes desarrollan sida en 5-10 años al 
mantener CV elevadas y deteriorarse su sistema inmune. En esta etapa crítica final de la 
infección por VIH el portador posee un sistema inmunológico muy debilitado y, por ello, 
baja su capacidad de reacción ante otras enfermedades e infecciones oportunistas, que 
le pueden conducir a la muerte. La mayoría de los pacientes que han desarrollado sida 
no sobreviven más de 3 años sin recibir TAR. La progresión de la enfermedad puede 
variar debido a factores asociados al virus y a factores genéticos e inmunológicos del 
hospedador, existiendo progresores rápidos y lentos54–56.  
Figura I.9. Curso natural de la infección por VIH. 
 





- La mayoría de los niños se infectan por transmisión vertical, en una etapa de 
desarrollo y diferenciación celular. El VIH provoca un grave trastorno de la inmunidad, 
que se manifiesta clínicamente por infecciones graves y por una mayor predisposición 
para el desarrollo de algunas neoplasias57. 
- Los niños presentan una progresión a sida más rápida en ausencia de TAR58–60 y una 
supervivencia media entre 7-8 años61,62 frente a los 9,8‐15 años de los adultos. 
- Los niños que adquieren la infección en las últimas semanas del embarazo o en el 
momento del parto son asintomáticos al nacer. Los recién nacidos con síntomas clínicos 
que sugieren infección por VIH‐1 tienen un elevado riesgo (40%) de progresar a sida 
antes del año60. 
- El periodo de incubación de la infección por VIH-1 mediante transmisión vertical 
dura entre 4‐5 meses de media. La sintomatología clínica es inespecífica y está asociada 
a una escasa ganancia de peso o detención del crecimiento63. 
- En ausencia de TAR, la mortalidad asociada al VIH-1 es elevada durante el primer 
año (6‐16%), decreciendo hasta los 7 años. La mitad de los niños que nacen infectados 
morirá antes de los 2 años de edad sin TAR64.  
- El riesgo de padecer fracaso virológico a los 5 años de comenzar el TAR es el doble 
en niños que en adultos65. 
 
DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN POR VIH EN POBLACIÓN PEDIÁTRICA 
En niños nacidos de madres con VIH, el diagnóstico precoz de la infección es esencial 
para instaurar el TAR lo antes posible, y reducir así la mortalidad y la morbilidad 
asociadas a la infección64,66,67. Puesto que la infección por VIH es asintomática o cursa 
con sintomatología inespecífica durante los 2-3 primeros meses de vida, el diagnóstico 
del VIH en niños mayores de 18 meses se realiza mediante técnicas serológicas, al igual 
que en el adulto68. Sin embargo, en niños menores de 18 meses expuestos a la infección 
durante el embarazo, parto o lactancia, se deben usar pruebas virológicas que detecten 
directamente el virus, su genoma o sus proteínas. Ello se debe a que los anticuerpos 





interferir en la interpretación de las pruebas serológicas. Por eso, en ellos el diagnóstico 
serológico no es útil69.  
Hasta ahora, las pruebas moleculares convencionales para diagnóstico precoz infantil 
y cuantificación de CV necesitaban procedimientos largos realizados en entornos de 
laboratorio especializados y centralizados, que requerían una infraestructura y una 
capacitación determinadas70,71. Además, los tiempos de comunicación de resultados en 
países con una infraestructura insuficiente pueden llegar a ser de varias semanas o 
incluso meses. Esto aumenta el riesgo de pérdida del seguimiento clínico de los 
pacientes, lo que tiene un impacto negativo en la cascada de tratamiento del VIH72,73. 
Existen diferentes metodologías para realizar el diagnóstico directo de la infección 
por VIH-1 (Tabla I.1). Estas técnicas virológicas comerciales deben tener una sensibilidad 
al menos del 95% (ideal >98%) y una especificidad mayor del 98%69. No obstante, hasta 
la fecha, la Organización Mundial de la Salud (OMS) no ha mencionado ninguna técnica 
como referencia (gold standard) en sus guías69,74–76.   
En los últimos años se han desarrollado técnicas moleculares denominadas point-of-
care (POC) tanto para diagnóstico (cualitativas) como para cuantificación de CV 
(cuantitativas). Estas técnicas POC han surgido como alternativa para mejorar los 
programas de diagnóstico precoz infantil y para facilitar la monitorización de la eficacia 
de la terapia antirretroviral77. Las técnicas moleculares POC  son plataformas 
automáticas más simples, más rápidas al obtener resultados en menos de 2 horas, lo 
que permite informar del resultado al paciente el mismo día de consulta o de toma de 
muestra. Además, no requieren tanta infraestructura ni capacitación como las técnicas 
convencionales de laboratorio no-POC para el diagnóstico y la cuantificación de la CV 
del VIH71,78. Se pueden realizar directamente en centros de salud, e incluso en unidades 
móviles y no solo en laboratorios de referencia, lo que favorece su uso acercando el 
punto de atención del paciente. Además, permiten la confirmación del VIH, el inicio del 
TAR o las intervenciones para mejorar la adherencia al TAR rápidamente, disminuyendo 
así las pérdidas de seguimiento de los pacientes. La OMS promueve el uso de las técnicas 






Tabla I.1. Métodos directos para la detección de la infección por VIH-1. 
1. Detección molecular del material genético del virus (ARN viral o ADN proviral)  
A. Técnicas convencionales o clásicas 
A.1. Técnicas cualitativas (presencia o ausencia de virus) 
- Amplicor HIV-1 DNA Test v1.5 (RUO) (Roche Diagnostics) 
- COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Qualitative Test (Roche Diagnostics)                        
- Real Time RUO Qualitative HIV-1 (Abbott) 
                
A.2.  Técnicas cuantitativas (cuantifican carga viral): 
A.2.1. Amplificación por qPCR:  
- COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Viral Load v 2.0 (Roche) 
- RealTime HIV-1 m2000rt (Abbott) 
- NucliSens EasyQ HIV-1 v2 (BioMerieux) 
- Versant HIV RNA 1.0 (kPCR) (Siemens)  
- ArtusTM HIV-1 QS-RGD (Qiagen) 
 
A.2.2. Amplificación empleando tecnología NASBA: 
- NucliSens EasyQ HIV-1 v2.0 (bioMèrieux) 
 
A.2.3. Amplificación de una señal unida a moléculas de ARN viral o bDNA: 
- Versant HIV-1 RNA v3.0 (Siemens) 
B. Técnicas point of care (POC) o rápidas 
      B.1. Técnicas cualitativas (diagnóstico) 
             - Xpert HIV-1 Qual (Cepheid) 
- SAMBA I and II HIV-1 Qual Whole Blood test (DRW) 
     B.2. Técnicas cuantitativas (cuantifican carga viral) 
- Xpert HIV-1 Viral Load (Cepheid) 
- SAMBA I and II HIV-1 Semi-Q Whole Blood Test and Plasma Test (DRW) 
2. Cultivo  del virus 
3. Detección de antigenemia (antígeno p24 viral) 
- Genscreen HIV-Ag (BioRad) 
- Alliance HIV p24 ANTIGEN ELISA kit (Perkin Elmer) 
- HIV-1 P24 ELISA KIT (Abcam)  
- LYNX HIV p24 Antigen Assay (NWGHF) (POC) 
4. Detección de la actividad transcriptasa inversa viral 
- ExaVir Load versión 3.0 (Cavidi) 
Leyenda Tabla I.1. Tabla adaptada del capítulo “Epidemiología Molecular del VIH” Máster en sida, 
Proyecto Esther, 2020. Cedida por la Dra. África Holguín. PCR, reacción en cadena de la polimerasa; qPCR, 
PCR en tiempo real; NASBA, nucleic acid sequence based amplification; bDNA, branched DNA. Ver más 
detalles de cada técnica en HIV/AIDS Diagnostics Technology Landscape 5º Edition 201571.  
 
La OMS recomienda que todos los niños expuestos menores de 18 meses realicen 
técnicas de detección de ARN viral o ADN proviral para el diagnóstico precoz de la 
infección por VIH a las 4-6 semanas de vida (o lo antes posible) y que sea posteriormente 
confirmado en otra muestra por técnicas moleculares. En niños mayores de 18 meses 
un test serológico positivo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) confirmado por 





no infectados nacidos de madres infectadas por VIH, pueden infectarse a través de la 
lactancia materna posterior y hasta  que no finalice la lactancia no cesa el riesgo de 
infección. Por ello, la OMS recomienda realizar test diagnósticos moleculares al menos 
6 semanas después de haber cesado la lactancia materna68. Si el test molecular es 
positivo, debería confirmarse por una técnica molecular en otra nueva muestra.  
Las situaciones en las que la PCR resulta imprescindible para el diagnóstico de la 
infección por VIH se muestran en la Tabla I.2. En esos casos la PCR logra un diagnóstico 
más fiable y precoz de la infección por VIH que el diagnóstico serológico.  
Tabla I.2. Indicaciones actuales de la PCR como diagnóstico del VIH. 
1. En recién nacido de madres infectadas por VIH o con riesgo de infección por VIH durante 
el embarazo. 
2. Para confirmar la infección en niños seropositivos menores de 18 meses.  
3. En sujetos con patrón serológico indeterminado. 
4. Para demostrar infecciones por VIH-2 con serología no concluyente o coinfecciones VIH-
1/VIH-2. 
5. En sujetos con infección aguda que todavía no han desarrollado anticuerpos frente el VIH. 
 
El grado de estandarización de estas pruebas y la disponibilidad de reactivos no 
siempre es igual en los distintos países. Esto ocurre en RDC, donde existe un único 
laboratorio de referencia con capacidad de realizar estas pruebas PCR para todo el país. 
Esto supone que el envío, transporte, realización de la prueba y entrega de los 
resultados al centro de referencia tarde entre 3 y 4 meses e incluso que no llegue el 
resultado nunca. Esto puede provocar pérdidas de seguimiento de pacientes y un 
retraso en el diagnóstico precoz, muy necesario en el caso de los niños. El diagnóstico 
en RDC, generalmente, se realiza mediante un algoritmo que consta de tres test rápidos 
serológicos: Alere Determine HIV-1/2 (Abbott Laboratories, EE.UU.), Uni-Gold HIV 
(Michigan Regional Laboratory System) y Vikia HIV 1/2 (Biomerieux, France), como se 
indica en la Figura I.10. Como este algoritmo diagnóstico no es válido para niños 









Figura I.10. Algoritmo de diagnóstico de RDC para población con una prevalencia menor del 
5%. 
 
Leyenda Figura I.10. Algoritmo adaptado del protocolo del Hospital de Monkole, Kinshasa (RDC-2019). 
 
LIMITACIONES DEL DIAGNÓSTICO MOLECULAR EN NIÑOS  
En 2019, solo el 16% de los niños nacidos de madres VIH infectadas tuvo acceso a un 
diagnóstico precoz51. Existen varios factores que pueden afectar a la eficacia de las 
técnicas de diagnóstico molecular basadas en la amplificación del material genético 
viral, necesarias en el diagnóstico precoz infantil. Estos factores que pueden tener 
influencia son:  
- Momento de adquisición de la infección. Los niños pueden infectarse con VIH-1 
durante el embarazo, parto o lactancia materna, y por transmisión sexual o parenteral. 
Los niños infectados en el útero generalmente tienen CV detectable en el nacimiento. 
Los infectados durante el parto tardan más tiempo en tener virus detectable80. Por ello, 
la sensibilidad de los métodos moleculares es menor si se realiza la prueba más cerca al 
momento del nacimiento. En niños infectados en el útero se puede detectar ARN viral y 
ADN proviral en sangre a las 48 horas de nacer, pero si se infectan en el parto pueden 
tardar de 1 a 2 semanas en ser detectables81. En general, a las 6 semanas se debería 




























- Carga viral y límite de detección de la técnica. La detección del ARN viral y del 
antígeno p24 depende de la replicación viral, que se inhibe por el TAR. Aunque se espera 
que el niño infectado tenga una alta CV, si el niño ha recibido profilaxis al nacer puede 
que su viremia se haya reducido a valores por debajo del límite de detección de las 
técnicas moleculares. Ello podría originar falsos negativos. Por eso, para el diagnóstico 
precoz en neonatos expuestos es más aconsejable realizar ensayos moleculares que 
detecten el ADN proviral en las primeras 4-6 semanas de vida.  
- Variabilidad genética viral. La mayoría de las infecciones en niños ocurren en países 
donde circulan más variantes complejas del VIH-1, como en África subsahariana. El 
diseño de las técnicas de diagnóstico y de CV se basa principalmente en el subtipo B; no 
todos los ensayos virológicos detectan con la misma eficacia el resto de las variantes del 
VIH-1, sobre todo recombinantes complejos34,82,83.  
- Tasa de transmisión vertical del virus en el lugar de estudio. A medida que 
disminuye la tasa de transmisión vertical, se reduce el valor predictivo positivo de una 
prueba de diagnóstico molecular del VIH-184, aumentando así el número de falsos 
positivos.  
- Tipo y volumen de muestra. La mayoría de técnicas de diagnóstico molecular y 
cuantificación de la CV requieren 0,5-1 ml de plasma o suero y ello exige tomar, al 
menos, 1-3 ml de sangre en el paciente, lo que no es fácil en neonatos, niños con 
malnutrición o con bajo peso. Por ello, en países de bajos recursos se ha empezado a 
extender el uso de la sangre seca recogida en papel (DBS, dried blood spots). Los DBS 
han mostrado ser una alternativa práctica al plasma o suero en el diagnóstico de niños 
menores de 18 meses85. Sin embargo, el pequeño volumen de muestra tomada en los 
DBS disminuye la sensibilidad del ensayo de CV. Además, para poder comparar los 
resultados de los DBS con los de plasma, se requiere una validación de cada técnica 
molecular empleando muestras pareadas de plasma y DBS y ajustar los resultados 
teniendo en cuenta el hematocrito de cada paciente. Sin embargo, los DBS se han 
empleado con éxito por nuestro grupo y por otros para diagnosticar el virus y 





MUESTRAS DE SANGRE SECA (DBS, DRIED BLOOD SPOTS) 
La OMS recomienda el uso de DBS69,90,91 para la monitorización de la infección por 
VIH-1 en programas de salud pública en países de recursos limitados85. Los DBS son útiles 
para  el diagnóstico molecular precoz50,88,92–96, el diagnóstico serológico del virus97, 
caracterizar molecularmente la variante viral, monitorizar la eficacia del TAR al usarse 
para cuantificar la CV y para detectar las MDR85,86,98–105. También se han usado DBS para 
detectar eventos de fracaso virológico106.  
Para tomar la muestra se realiza un pequeño pinchazo en el talón (neonatos) o dedo 
con una lanceta estéril, recogiendo unas pocas gotas de sangre del paciente en una 
tarjeta de papel de filtro especial69. Así se evita la venopunción, siendo una técnica de 
toma de muestra más segura, barata y con almacenamiento y transporte más sencillo 
que el de plasma, suero o sangre completa 85,107–111. Los DBS, una vez secos, se pueden 
almacenar a temperatura ambiente durante periodos cortos, mandarlos a laboratorios 
de referencia o bien almacenarlos en el congelador a -20ºC/-80ºC hasta su uso. La Tabla 
I.3 recoge la estabilidad de distintos tipos de muestra en diversas condiciones. 
Tabla I.3. Estabilidad de los distintos tipos de muestra a varias temperaturas y tiempos para 








4˚C -20˚C -70˚C 
Tiempo 
Sangre completa (venosa con EDTA) 
6 horas 6 horas No aplicable No aplicable No aplicable 
Plasma 
24 horas 24 horas 5 días 1 año 5 años 
Sangre seca (DBS) 
1-2 semanas 1-2 semanas 2-52 semanas 3-36 meses 1 año 




En el ciclo infectivo del VIH existen varios pasos clave que han sido elegidos para el 
diseño de ARV que bloqueen la replicación del virus. Las enzimas fundamentales del 
ciclo: RT, PR e IN (pasos 3, 7 y 4, Fig. I.2), son las dianas moleculares de las principales 





que actúan como terminadores de cadena o no análogos de nucleós(t)idos (ITINAN), que 
inhiben específicamente la RT del VIH-1; inhibidores de la proteasa (IP) e inhibidores de 
la integrasa (INI). La triple combinación de 2 ITIAN más un tercer fármaco (ITINAN, IP o 
INI) es la base del actual TAR. Se dispone de un amplio arsenal terapéutico de ARV.  
Ya que, hasta el momento, es imposible la erradicación del VIH, los objetivos del TAR 
son conseguir una alta y duradera supresión de la replicación viral, preservar o restaurar 
la función del sistema inmunológico, minimizar la toxicidad a corto y largo plazo, 
minimizar la selección de resistencias, reducir la morbilidad y mortalidad asociada a la 
infección y mejorar la calidad de vida de las personas que viven con VIH. Varios ensayos 
clínicos han demostrado que el inicio rápido del TAR, el mismo día del diagnóstico o en 
la primera semana, favorece la retención de los pacientes en la asistencia e incrementa 
la proporción de pacientes con supresión virológica112,113.  
A nivel global, a finales de 2019, 25,4 millones de personas recibían TAR, 
representando el 67% de las personas que viven con VIH en el mundo. Entre las mujeres 
embarazas infectadas por VIH, el 85% recibió TAR gracias a los programas de prevención 
de la transmisión del VIH materno-infantil (PTMH). Sin embargo, la cobertura actual del 
TAR para los niños menores de 14 años es solo del 53%. En 2019 el 53% del total de 
personas infectadas por VIH en RDC recibieron TAR, pero esta cobertura bajó a un 28% 
en niños, a pesar de que hay unos de 115.000 niños y adolescentes infectados en el 
país51. 
En RDC se recomienda TAR o profilaxis cuando el diagnóstico del VIH resulta positivo 
siguiendo el algoritmo de diagnóstico reflejado en la Figura I.10, según las 
recomendaciones del Plan Nacional de Lucha contra el VIH/sida de RDC. El TAR de 
primera línea recomendado para adultos y madres infectadas por VIH incluye zidovudina 
o tenofovir (AZT o TDF), lamivudina (3TC) y nevirapina o efavirenz (NVP o EFV). Para la 
profilaxis de los neonatos se recomienda la combinación de AZT, 3TC y NVP desde el 
nacimiento, incluso antes de tener un diagnóstico molecular definitivo. Estos protocolos 
se han visto modificados a partir de abril de 2019, cuando cambiaron las pautas del TAR 
al añadir dolutegravir (DTG) en el régimen de primera línea, siguiendo los protocolos del 




Presidente de los E.E.U.U. para el Alivio del sida (PEPFAR) y la Fundación Elizabeth Glaser 
Pediatric AIDS Foundation (EGPAF)115–117.  
La OMS recomienda realizar un análisis de resistencias en la población infectada para 
controlar la prevalencia de virus resistentes en pacientes no expuestos (naive) y 
tratados118,119. Aunque normalmente hay un suministro regular del TAR en RDC según 
los clínicos colaboradores de este trabajo, los tratamientos esporádicos, la exposición 
interrumpida a fármacos y las altas tasas de pérdida de seguimiento pueden causar la 
aparición y expansión de MDR. Por ello, y para una mayor eficacia del tratamiento, es 
crucial documentar el perfil de MDR en virus que circulan en el país para mejorar el 
tratamiento de las personas que viven con VIH. Los datos actualizados de resistencia 
pueden ayudar a los clínicos a establecer el TAR de primera línea para pacientes naive, 
o guiar la optimización de la segunda línea de tratamiento en pacientes pretratados en 
fracaso virológico. Sin embargo, RDC carece actualmente de estudios sistemáticos de 
vigilancia para monitorizar la resistencia a ARV y para detectar cambios en la 
epidemiología molecular del VIH-1. Tampoco se realiza un seguimiento de CV 
generalizado, aunque se está implantando en algún hospital de referencia, como el de 
Monkole (Kinshasa). 
El fracaso terapéutico se define como una respuesta inadecuada al TAR, ya sea clínica, 
inmunológica o virológica. Se sospechará fracaso terapéutico si, tras alcanzar la 
supresión viral la CV vuelve a ser detectable o, si una vez iniciado el TAR, se dan dos 
determinaciones consecutivas detectables. En caso de aparecer virus con MDR, el 
fracaso terapéutico se considerará virológico, que viene definido por una supresión viral 
incompleta o rebrote persistente de la CV o repetido después de haber conseguido una 
CV indetectable.  
En niños, el TAR conlleva aumento de peso, disminución de infecciones bacterianas y 
oportunistas, disminución de ingresos hospitalarios, menor progresión a sida y 
mortalidad120,121. Por ello, muchos niños que nacen infectados llegan a la adolescencia 
y a la edad adulta con una adecuada situación inmunológica y virológica122–124. Sin 
embargo, hay menos fármacos aprobados para niños y el mal sabor y formulación de 
muchos de ellos dificultan su administración y adherencia125. El desarrollo de nuevos 





clínicos en adultos no son extrapolables a niños, existiendo diferencias en tolerancia, ya 
que los pacientes pediátricos presentan farmacocinéticas diferentes que varían con la 
edad. En niños, la adherencia es más difícil de mantener y deben atravesar etapas 
críticas como la adolescencia. Por otro lado, dada la cronicidad del tratamiento en 
pacientes VIH-1 positivos, los niños infectados van a recibir a lo largo de su vida múltiples 
tratamientos debido a la aparición de efectos secundarios, toxicidad, resistencia 
virológica y falta de adherencia. Ello aumenta el riesgo de que sufran eventos de fracaso 
terapéutico virológico por la aparición de virus resistentes a los ARV119. 
 
MONITORIZACIÓN DE LA INFECCIÓN POR VIH 
Hay una serie de parámetros a tener en cuenta que deben ser evaluados antes del 
TAR y a lo largo de toda la vida de las personas infectadas por VIH, para asegurar la mejor 
terapia y cuidado posible en cada caso. Los parámetros son los siguientes: 
Monitorización de la carga viral 
La determinación de la CV plasmática es esencial para evaluar la respuesta al TAR, 
cuyo objetivo es suprimir la replicación viral y lograr valores indetectables de viremia en 
las primeras 24 semanas de inicio del tratamiento (<20-50 cp/ml, según las técnicas), 
con el fin de limitar la transmisión del virus. Por ello, la OMS recomienda la 
cuantificación de la viremia para reforzar la adherencia al TAR antes de la selección de 
resistencias en la población viral126–128.  Se debe realizar una primera determinación de 
CV a las 2-4 semanas del inicio del tratamiento, posteriormente cada 3-6 meses o con 
más frecuencia si se sospecha deterioro clínico, inmunológico o virológico125,129. Sin 
embargo, la capacidad para implementar un test de CV de rutina es limitada en muchas 
zonas por el coste de las técnicas, falta de infraestructuras y dificultades en la toma, 
almacenamiento y transporte de muestras para cuantificar el virus72,130–132. Por estas 
limitaciones en muchos países con recursos o infraestructuras limitadas, como puede 
ser RDC, no se ha podido implementar aún la cuantificación de la CV en la rutina clínica 
a nivel nacional, por lo que no se conoce el porcentaje de personas con VIH en 






Estudio de resistencias a fármacos antirretrovirales 
Debido a la estructura en cuasiespecie del virus y a la imposibilidad de una supresión 
completa de su replicación, tras el inicio del tratamiento el VIH puede seleccionar 
rápidamente variantes preexistentes portadoras de mutaciones que le confieran una 
reducción de susceptibilidad o incluso resistencia a uno o varios fármacos de su terapia, 
conduciendo al fracaso del TAR133. Las MDR se seleccionan si la supresión de la 
replicación viral por el TAR ha sido incompleta por mala adherencia, por una pauta 
inadecuada o por niveles insuficientes de fármacos en los regímenes125.  
Se han descrito MDR para todos los ARV en uso terapéutico, que reducen la actividad 
farmacológica del ARV mediante distintos mecanismos, aunque no todas las mutaciones 
tienen la misma importancia. Existen MDR “primarias o principales”, que determinan 
resistencia farmacológica y suelen disminuir la capacidad replicativa (fitness) del virus. 
También pueden existir MDR secundarias en ciertas familias de fármacos (IP e INI), que 
contribuyen a la resistencia en menor medida, estando alguna de ellas presentes de 
manera natural en ciertas variantes del VIH-1125,134. Se han identificado las mutaciones 
más relevantes asociadas a resistencia para pacientes naive135, conocidas como 
mutaciones de resistencia transmitidas (MRT), mientras que para aquellos pacientes en 
tratamiento se consideran mutaciones de resistencias adquiridas (MRA)136. Las MDR 
pueden quedar archivadas por meses o años en el ADN proviral del genoma de la célula 
hospedadora y emerger después al ser seleccionadas por el TAR137. Actualmente la 
monitorización de resistencias a nivel mundial es un tema prioritario para la OMS119. 
La detección de virus resistentes a los fármacos puede realizarse por técnicas 
genotípicas o fenotípicas138. Los ensayos genotípicos detectan cambios específicos en la 
región genética viral que codifica las proteínas diana de los fármacos ARV (PR, RT, INT, 
proteínas de la envoltura, entre otras) y se usan en la rutina clínica al ser más rápidas y 
accesibles. También permiten caracterizar la variante del VIH. Las fenotípicas 
determinan la respuesta de la población viral mayoritaria a concentraciones crecientes 
de los distintos fármacos ARV. Ambas técnicas presentan dificultad para detectar 
variantes resistentes con frecuencias menores del 15-20% en la población viral 
(secuenciación de Sanger) o con viremia menor de 1.000 cp/ml. Actualmente existen 





métodos de cuantificación viral ultrasensibles). Se recomienda realizar un estudio 
genotípico de resistencias del VIH-1 en todos los pacientes en el momento del 
diagnóstico de la infección, antes de iniciar el TAR y cuando se requiere cambiar el TAR 
por fracaso virológico confirmado. La no detección de mutaciones no descarta la 
presencia de virus resistentes que pueden ser seleccionados posteriormente125.  
El TAR basado en ITINAN continúa utilizándose en regímenes de primera línea en 
África subsahariana, por lo que se espera un aumento en las MRT a ITINAN en más del 
10% en esta región durante los próximos 15 años. Esta tasa de MRT será responsable 
del 16% de las muertes por sida y del 9% de las nuevas infecciones por el VIH en África 
subsahariana en 2016-2030139. Los individuos con MRT a ITINAN que inician un régimen 
basado en ITINAN tienen menos probabilidades de lograr la supresión de la carga viral, 
y es más probable que desarrollen fallo virológico y que interrumpan el tratamiento. 
Este patrón también se observa en niños tratados con infección por VIH140. Para las 
mujeres con VIH que inician el TAR durante el embarazo, la resistencia plantea un 
desafío importante para la eliminación de la transmisión del VIH de madre a hijo141. Esta 
situación es más común en países de ingresos bajos y medios, donde no hay un 
seguimiento de las MDR o exposición previa a determinados ARV. Además, la pérdida 
significativa de susceptibilidad de la familia de ITIAN es de particular preocupación en 
niños, para quienes el número de ITIAN con formulación infantil es limitado142. Los altos 
niveles de resistencia a los medicamentos adquiridos después del primer tratamiento 
reducen la susceptibilidad del virus a los ARV y ponen en peligro el reciclaje de los ARV 
en los TAR de segunda línea142. 
Identificación de la variante viral infectante  
El seguimiento clínico de la enfermedad mediante la detección de resistencias o la 
estimación de la CV también se puede ver afectado por la variabilidad del virus, ya que 
ciertas variantes pueden cuantificarse incorrectamente o incluso no detectarse11,33,143–
145. Además, la cuantificación de la CV de la misma muestra con distintas técnicas puede 
ser discordante34,82,144,146–149, como ocurre en otros virus ARN150. Por ello, es esencial 
una adecuada detección y descripción de las variantes del VIH-1 en cohortes. Es 
necesario caracterizar las secuencias genéticas virales mediante análisis filogenético. 




largo del genoma que se han fijado  durante la evolución viral, algunos de los cuales 
están en posiciones relacionadas con resistencia primaria o secundaria a ciertos ARV. 
Las implicaciones clínicas, biológicas y epidemiológicas de las variantes no-B del VIH-1 
(subtipos diferentes del B y recombinantes entre subtipos) ya se han descrito en 
apartados anteriores de esta Introducción. 
Linfocitos T CD4 
Durante la infección por el VIH se pierden progresivamente los linfocitos T CD4 en 
sangre periférica y tejidos linfoides151. El número de linfocitos T CD4 en sangre aumenta 
con el TAR152 y por ello se debe vigilar para que se mantenga en unos niveles mínimos. 
 
TRANSMISIÓN VERTICAL Y PROGRAMAS PTMH 
La transmisión vertical del VIH puede ocurrir durante la gestación, el parto o la 
lactancia153. La infección intraútero está mediada por microtransfusiones sanguíneas de 
la madre al feto a través de la placenta. Estas microtransfusiones se vuelven más 
frecuentes por las contracciones intrauterinas en el momento del parto, aumentando 
así las probabilidades de la transmisión del virus. Además, a través del canal del parto, 
el feto tiene contacto mucocutáneo con la sangre materna, el líquido amniótico y las 
secreciones cervicovaginales. En ausencia de intervenciones específicas, la tasa 
estimada de transmisión vertical es del 15-40% 153. En general, el riesgo de transmisión 
es mayor en las gestantes con estadios clínicos e inmunológicos de enfermedad 
avanzada y en aquellas con CV elevada 154,155. De hecho, la CV materna se considera 
como uno de los principales factores de riesgo de la transmisión vertical154,156,157. Por lo 
tanto, uno de los objetivos principales de los programas PTMH es reducir la CV mediante 
el TAR durante la gestación para reducir la transmisión del VIH156. 
Durante los últimos años se ha ampliado el número de PTMH a nivel mundial, y se 
han recomendado visitas de asesoramiento clínico a niños expuestos desde las primeras 
semanas de vida hasta los 18 meses de edad158. Sin embargo, en África subsahariana, 
donde se concentra la mayor incidencia de la infección por VIH en adultos y niños, 
existen importantes barreras para el desarrollo de programas PTMH159,160. Estas 
barreras están relacionadas fundamentalmente con factores socio-económicos, con una 





falta y dificultad de acceso a una estructura sanitaria adecuada para su diagnóstico y 
tratamiento, con el estigma asociado a la infección y con una falta de programas de 
apoyo social y económico161. A pesar de ello, en los últimos años se ha extendido el TAR 
en estos países y en el colectivo de mujeres embarazadas, llegando a una cobertura de 
hasta el  95% en este y sur de África y del 58% en África central y occidental en 201952. 
En RDC, 68.000 niños (0-14 años) viven con VIH, principalmente debido a la alta tasa 
de transmisión materno-infantil (24,9%) (Tabla I.4). Se estima unos 7.700 niños se 
infectaron en 2019 y se evitaron 3.000 infecciones gracias a los programas PTMH51. Estos 
programas han mejorado la situación del país, ya que en 2010 solo el 6% de las mujeres 
embarazadas con VIH tenían acceso al TAR y en 2019 esta cobertura aumentó hasta un 
45% (Tabla I.4), aunque solo el 35% de las mujeres embarazadas tenían acceso a pruebas 
de diagnóstico para VIH. Otro factor importante en estos programas es el diagnostico 
precoz infantil, que también ha mejorado pero sigue en niveles muy bajos, desde 2,5% 
en 2010 hasta el 16% en 2019 (Tabla I.4)51,52. Aun así, queda mucho que hacer para 
conseguir erradicar esta transmisión materno-infantil, como ocurre en Europa o 
América del Norte. 
Tabla I.4. Evolución y situación de la eliminación de la transmisión materno-infantil 
 2010 2019 
Porcentaje de mujeres embarazadas que viven con VIH 















Leyenda Tabla I.4. Adaptada de UNAIDS data 202052. 
 
La implementación de programas PTMH reduce la cantidad de niños recién 
infectados. Sin embargo, la alta incidencia del VIH materno, las pruebas deficientes de 
VIH y el control de la viremia para mujeres embarazadas y posparto contribuyen 
sustancialmente a la exposición del VIH a los bebés durante el embarazo y la lactancia 
en entornos con una alta carga de VIH. Este es el caso de RDC, donde hay más de 320.000 
niños no infectados pero expuestos al VIH51. Estos niños expuestos, presentan una tasa 
de mortalidad 3,9 y 2 veces mayor que lo niños no expuestos al VIH durante el primer y 
segundo año de vida, respectivamente162. Es más probable que nazcan prematuros o 




debido a una mayor activación inmunitaria e inflamación162–164 o desnutrición por las 
bajas tasas de lactancia165. Sin embargo, a pesar de la importancia para la salud pública 
de la enorme cantidad de niños expuestos involucrados en la epidemia, la supervisión 
dirigida a la población de niños expuestos al VIH es escasa en todo el mundo y se ha 
descuidado en gran medida166. 
 
IMPACTO DEL VIH EN EL SISTEMA INMUNE 
La infección por VIH no solo se considera como una inmunodeficiencia inducida por 
virus en evolución, sino también como una enfermedad inflamatoria crónica. El VIH 
provoca: 
- Inmunodeficiencia adquirida, producida por la destrucción de los linfocitos T CD4 
del sistema inmune. Esto hace que los pacientes sean más vulnerables a otras 
infecciones y tipos de cáncer. 
- Inflamación crónica. La inflamación es estimulada por la liberación de factores 
químicos y sirve para establecer una barrera física contra la propagación de la 
infección, y para promover la recuperación de algún tejido dañado siguiendo el 
aclaramiento de los patógenos. Pero cuando esta inflamación es crónica, produce 
una disfunción inmune que provoca la aparición prematura de enfermedades 
relacionadas con el envejecimiento y la deficiencia inmunológica, debido a un 
agotamiento de las células inmunes, daño en tejidos y permeabilidad de vasos 
sanguíneos. 
- Activación inmune. Se caracteriza por la producción inapropiada de citosinas pro-
inflamatorias y la sobreexpresión de marcadores de activación celular y de 
agotamiento. Esta activación aumenta la susceptibilidad de las células diana a la 
infección por VIH y la replicación del virus en las células ya infectadas, lo que 
acelera la progresión de la enfermedad. Además, conduce al agotamiento de las 
células T y la apoptosis de las células T CD4+ y CD8+.  
Hay una serie de marcadores inmunes que son reguladores del sistema inmunológico 





pueden alterarse durante la infección por VIH a pesar de estar bajo TAR o con carga 
viral indetectable168. Por ello, estos reguladores del sistema inmune pueden usarse 
como biomarcadores para monitorear la progresión de la enfermedad del VIH y la 
respuesta terapéutica en individuos infectados167, al igual que pueden hacerlo en 
otras enfermedades infecciosas persistentes y cáncer169,170. También pueden 
predecir el riesgo de comorbilidades asociadas con la inflamación crónica171. De 
hecho, se sabe que la infección por VIH aumenta los niveles plasmáticos de algunos 
biomarcadores inmunes solubles en comparación con los no infectados172–174, incluso 
en infectados por VIH tratados con TAR bien controlados con viremia suprimida168,174. 
 
MORTALIDAD Y VACUNACIÓN INFANTIL 
Mortalidad infantil y sus causas 
Se han hecho enormes progresos en la supervivencia infantil en las últimas dos 
décadas, pero aún hay enormes tasas de mortalidad infantil a nivel global, sobre todo 
en África subsahariana, Asia y América Latina, y en menores de 5 años. La tasa de 
mortalidad en niños, adolescentes y jóvenes de hasta 24 años por edad a nivel global y 
por región geográfica, se indica en la Figura I.11.  
El número total de muertes entre niños y jóvenes adolescentes menores de 15 años 
disminuyó en casi un 60% desde 1990 hasta 2019. A pesar de este progreso, solo en 
2019 7,4 millones de niños, adolescentes y jóvenes murieron principalmente por causas 
prevenibles o tratables. Casi la mitad (49%) de todas las muertes de menores de cinco 
años ocurren en cinco países: India, Nigeria, Pakistán, RDC y Etiopía. RDC, país de origen 
de los niños y adolescentes en estudio en esta Tesis, presenta una alta tasa de 
mortalidad en niños menores de 5 años, llegando a 85 por 1.000 nacimientos175. Más de 
la mitad (53,3%) de las muertes en menores de 5 años ocurren en África subsahariana. 
En 2019, la región tenía una tasa promedio de mortalidad de menores de 5 años de 76 
muertes por cada 1.000 nacimientos175. Casi la mitad de las futuras muertes de recién 
nacidos se pueden prevenir con una cobertura alta de atención prenatal, atención 
especializada en el parto, atención posnatal para la madre y para el bebé y con el 
cuidado de estos recién nacidos enfermos176. La Figura I.12 muestra la mortalidad en 
niños de 5 años según su causa, destacando como causa principal la neumonía que 
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puede ser debida a enfermedades vacunables como la tosferina. En menor medida, 
aparecen otras infecciones prevenibles por vacunación como el sarampión o el tétanos 
y otras infecciones importantes como el VIH y la malaria177.  
Figura I.11. Tasas de mortalidad infantil y número de muertes a nivel global en 2019 (A) y 
número de muertes estimadas en menores de 5 años por regiones en 2019-2030 (B). 
 













Figura I.12. Distribución global de las muertes entre niños menores de 5 años por causa en 
2018. 
                        
Leyenda Figura I.12. Adaptada de Trends and Levels in Child Mortality 2019177. 
 
 
En cuanto a la mortalidad infantil en RDC por enfermedades vacunables, la Figura I.13 
indica los datos más recientes de mortalidad (nº de muertes por 100.000 habitantes) 
frente a sarampión, tétanos, difteria y tosferina en 2019. De estas cuatro enfermedades 
con datos disponibles, se observa como el tétanos causa la mayoría de las muertes en 
recién nacidos, la mortalidad causada por tosferina se centra en los niños de entre 28 
días y 4 años, mientras que la difteria causa una mortalidad muy inferior. El sarampión 
es la enfermedad infecciosa más mortal entre estas cuatro, sobre todo en menores de 
4 años y en mayores de 60 años (Fig. I.13A). Si vemos la evolución temporal de la 
mortalidad por estas cuatro enfermedades en el país, podemos observar como las 
mejoras han sido muy significativas. La reducción más drástica se produjo en la 
mortalidad por sarampión, mostrando repuntes puntuales entre 2010-2013 y 2019. La 
mortalidad por difteria fue prácticamente nula, y la de tosferina y tétanos ha disminuido 





Figura I.13. Tasa de muertes por cada 100.000 personas por enfermedades vacunales en RDC 
según edad en 2019 (A) y número de muertes por años debidas a estas enfermedades (B). 
     
   
Leyenda Figura 5.7. Gráficas realizadas con la herramienta del Institute for Health Metrics and 
Evaluation (IHME University of Washington)178.  
 
Vacunación infantil  
Poner fin a las muertes de niños menores y adolescentes por enfermedades 
prevenibles es fundamental. El aumento en la cobertura mundial de vacunas ha 





son muy distintas entre países (Fig. I.14). Según UNICEF, en 2019 entre 8 y 9 de cada 10 
niños recibieron la tercera dosis de la vacuna frente a la difteria, tosferina y tétanos 
(DTP3), ampliamente utilizada como un indicador de la capacidad de un país para 
proporcionar servicios de inmunización. Aún así, hay casi 20 millones de niños que o no 
se han vacunado o no recibieron una vacunación completa en 2019179. 
Figura I.14. Diferencias de cobertura vacunal entre regiones geográficas. 
Leyenda Figura I.14. AFR, Región Africana; EMR, Región del Mediterráneo Oriental; AMR, Región 
Americana; SEAR, Región de Asia Sudoriental; WPR, Región del Pacífico Occidental; EUR, Región 
Europea. Figura adaptada de Progress and Challenges with Achieving Universal Immunization 
Coverage179. 
 
En la Figura I.15 podemos ver cómo se han ido incoporando al calendario vacunal, 11 
vacunas frente a 12 patógenos y cómo ha evolucionado la cobertura de cada una de 
ellas. En 1980 había una cobertura del 9% y en 2019 es del 70%, proporcionando una 























Figura I.15. Evolución de la cobertura de 11 vacunas y su aparición a nivel global. 
Leyenda Figura I.15. Figura adaptada de Progress and Challenges with Achieving Universal 
Immunization Coverage179. 
 
Según datos de la OMS de 2019 para RDC, la cobertura de la tercera dosis de DTP fue 
del 57%, al igual que la cobertura de la primera dosis de la vacuna contra el sarampión, 
aunque no hay datos disponibles de la segunda dosis de la vacuna contra el 
sarampión180. Por ello, las enfermedades prevenibles por vacunación, como el 
sarampión o el tétanos, siguen causando brotes periódicos cada 2-3 años, con miles de 
muertes infantiles debido a la baja cobertura de vacunación. Así, en 2019, se notificaron 
en RDC 6.045 muertes por sarampión, principalmente entre niños menores de 5 años y 
el brote hoy en día sigue activo181. En la Figura I.16 se muestra el calendario vacunal de 
RDC, según los clínicos de Kinshasa y las guías oficiales del país182. Debemos destacar 
que hubo una discrepancia entre el calendario vacunal proporcionado por la 
OMS180, donde se recomienda una única dosis de vacuna contra el sarampión a los 9 







Figura I.16. Calendario vacunal infantil de RDC 
 
Leyenda Figura I.16. VPO, vacuna antipoliomielítica oral; VPI, vacuna antipoliomielítica inactivada; 
BCG, vacuna frente al Bacilo Calmette-Guérin (tuberculosis); DTP, vacuna frente a la difteria, el tétanos y 
la tosferina; HepB, vacuna frente a hepatitis B; Hib, vacuna anti-Haemophilus influenzae tipo b 
(meningitis); Rota, vacuna frente rotavirus; Pneumo, vacuna antineumocócica, Streptococcus pneumoniae 
(neumonía); VAR, vacuna frente a rubeola; VAA, vacuna frente a la fiebre amarilla. Tambien se incluyen 5 
dosis de vacuna antitetánica materna. Calendario vacunal del Ministerio de Sanidad de RDC182 y de la 
cartilla de vacunación actual. 
 
Vacunación en niños con VIH 
Los niños infectados con VIH, aun con buen control inmunológico, presentan un 
mayor riesgo de padecer enfermedades infecciosas inmunoprevenibles, por lo que debe 
optimizarse al máximo el calendario vacunal183,184. La mayoría de los niños infectados 
por VIH mediante transmisión vertical tienen una capacidad de respuesta inmune 
humoral y celular relativamente conservada durante los 2 primeros años de vida. 
Además, muestran unas tasas de seroconversión aceptables, aunque los niveles de 
anticuerpos inducidos por casi todas las vacunas sean menores y caigan más 
rápidamente que en la población general184–187, sobre todo si la enfermedad progresa y 
la inmunodeficiencia se agrava. Por ello, la vacunación debe llevarse a cabo lo más 
precozmente posible, antes de que el deterioro del sistema inmune, producido por la 
infección, comprometa seriamente la inmunogenicidad de las vacunas. Esto es 
particularmente importante en los países de bajo nivel económico en los que, debido a 
la carencia de TAR adecuados, la destrucción inmune ocurre en menor tiempo. Los niños 
con VIH muestran unas tasas de seroconversión aceptables, aunque los niveles de 
anticuerpos inducidos por casi todas las vacunas sean menores y caigan más 
rápidamente que en la población general, sobre todo si la enfermedad progresa por la 
ausencia o TAR ineficaz, y la inmunodeficiencia se agrava. Se sabe que la proporción de 
niños que alcanzan títulos protectores es variable, dependiendo del tipo de vacunas, de 




más altos de linfocitos CD4 y una carga viral baja se asocian con mejores respuestas a 
las vacunas, aunque ni siquiera estos datos son consistentes en todos los estudios184. 
Estudios previos sugieren que la revacunación después de iniciar el TAR puede ser útil 
para aumentar la protección en algunos niños183,188, la cual muchos de ellos alcanzarán, 
pero una proporción significativa perderá en los años siguientes. La media del título de 
anticuerpos es menor en niños VIH infectados que en los niños sanos y, además, 
desciende hasta desaparecer a los pocos años184.  
En niños con infección por el VIH, especialmente con inmunodeficiencia grave, no se 
recomienda la administración de vacunas bacterianas o virales vivas atenuadas, como la 
de la tuberculosis (BCG), fiebre tifoidea oral, virus de la poliomielitis oral o la fiebre 
amarilla con la excepción de por ejemplo, sarampión, paperas, rubéola y varicela. 

















Los objetivos de esta Tesis fueron: 
1. Comparar la eficacia de dos técnicas POC para el diagnóstico precoz y la 
cuantificación de la CV (Cepheid Xpert HIV-1 Qual y Xpert HIV-1 VL) con la prueba 
cuantitativa no-POC Roche CAP/CTM Quantitative VL test v2.0 en sangre seca (DBS) 
de niños y adultos en Kinshasa (RDC), evaluando el impacto de la gran diversidad de 
variantes del VIH-1 que allí circulan. 
2. Describir las variantes circulantes del VIH-1 en una población de niños, adolescentes 
y adultos de Kinshasa, epicentro de la epidemia de VIH-1 en el mundo y estudiar la 
evolución de la epidemiologia molecular del VIH-1 en RDC a lo largo del tiempo 
(1976-2018). 
3. Analizar las MDR en DBS y la sensibilidad a los ARV, para detectar fallos terapéuticos 
y evaluar las opciones de TAR en una población pediátrica infectada por VIH de 
Kinshasa. 
4. Analizar la influencia de la infección por VIH y la exposición al VIH en el estado 
inmunitario de tres grupos de niños (VIH infectados, expuestos y no expuestos al 
VIH) midiendo 10 biomarcadores inmunes en DBS. 
5. Estudiar la protección inmune a 6 patógenos que causan enfermedades prevenibles 
por vacunación en niños/adolescentes infectados y no infectados por VIH, 
estableciendo los valores de corte que proporcionan una sensibilidad y/o 
especificidad óptima en DBS.
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POBLACIÓN DE ESTUDIO  
Para el desarrollo del trabajo expuesto en esta Tesis se emplearon muestras de 
sangre seca o dried blood spots (DBS) de 163 niños (0-14 años) y adolescentes (15-21 
años) en seguimiento clínico en las unidades pediátricas de los Hospitales Monkole190 y 
Kalembelembe191 en Kinshasa, RDC, que atienden a una población de 300.000 y 94.635 
habitantes, respectivamente. La selección de los pacientes fue liderada por el Dr. 
Adolphe Ndarabu, jefe de Unidad de Enfermedades Infecciosas Crónicas y Banco de 
Sangre del Hospital de Monkole. Todas las muestras se recogieron en los hospitales 
congoleños por personal local entre 2016 y 2018. 
Para los trabajos expuestos en los Capítulos 1 y 2 también se incluyeron muestras de 
269 adultos (>22 años) seguidos en las unidades de adulto del Hospital de Monkole 
recogidas en el mismo periodo de tiempo. Las muestras de adultos se analizaron en la 
Clínica Universidad de Navarra por el grupo del Dr. Gabriel Reina. Para el Capítulo 5, se 
utilizaron muestras de plasma pareadas con DBS de 42 niños de la cohorte, que 
procesamos en nuestro laboratorio en Madrid.  
Entre los 163 pacientes pediátricos, 71 (43,6%) estaban infectados con VIH, 36 
(22,1%) eran niños expuestos nacidos de madres con VIH y 56 (34,3%) eran niños sanos 
y no expuestos. Para cada objetivo de esta Tesis se utilizaron unas muestras 
determinadas del total disponible (Tabla II.1), que se describirán en cada capítulo 
correspondiente. 
Tabla II.1. Distribución de las muestras de Kinshasa utilizadas en esta Tesis. 
  Niños Adultos Total 
muestras 
usadas  
  VIH+ Expuestos VIH- VIH+ VIH- 
Capítulo 1 Técnicas POC 14 7 64 70 5 160 DBS 






0 340 DBS 












52 35 56 0 0 
143 DBS y 
42plasmas 
Total de muestras disponibles 71 36 56 269 90 522* 




Leyenda Tabla II.1. VIH+, paciente con infección por VIH; VIH-, paciente sin infección por VIH; DBS, 
sangre seca o dried blood spots; sec., secuencias pol del VIH generadas de los pacientes analizados de los 
que se consiguió PCR+ (1 sec. por paciente). *número de muestras total disponibles en la cohorte. 
PREPARACIÓN DE MUESTRAS DE SANGRE SECA Y PLASMA 
Para preparar las tarjetas de DBS en cada uno de los círculos o dots de una tarjeta 
Whatman 903 Protein Saver Card (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania) se utilizaron 
70 µl de sangre venosa recogida por venopunción en tubos con EDTA, como 
anticoagulante, preparando dos o tres tarjetas de DBS por paciente. Los DBS se dejaron 
secar durante una noche a temperatura ambiente y se guardaron en una bolsa de 
plástico junto con un desecante. Después se almacenaron a -20°C hasta su transporte 
en hielo seco desde Kinshasa hasta los laboratorios de Madrid y Pamplona, donde se 
guardaron a -80ºC hasta el procesamiento de muestras pediátricas y de adultos, 
respectivamente. Todas las muestras vinieron asociadas a una hoja de información 
clínica donde se recogían distintas variables clínicas y epidemiológicas de cada paciente 
(Figura Suplementaria I.1 - Anexo I).   
De algunos pacientes de la cohorte, junto con los DBS recibimos también muestras 
de plasma tomadas a partir de la misma muestra de sangre con la que se prepararon los 
DBS. Estos plasmas se prepararon en ambos hospitales de RDC tras centrifugar, durante 
6 min a 30.000 rpm, sangre tomada en un tubo con EDTA. 
 
DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO Y MOLECULAR DEL VIH Y CUANTIFICACIÓN DE 
LA VIREMIA 
El diagnóstico del VIH se realizó en primer lugar en Kinshasa, RDC mediante 3 pruebas 
serológicas rápidas: Determine™ HIV-1/2 Ag/Ab (Alere), Double-Check Gold HIV 1 & 2 
(Orgenics) y Uni-Gold HIV (Trinity Biotech) en pacientes mayores de 18 meses de edad y 
por Biomerieux 4th generation immunoassay VIDAS® HIV Duo Ultra, o 
excepcionalmente por la prueba molecular Abbott real-time HIV-1 Qualitative, en 
lactantes menores de 18 meses. 
En el Laboratorio de Epidemiología Molecular del VIH (Madrid), se confirmó el estado 
serológico del VIH en los niños con el ensayo confirmatorio BioRad Geenius TM HIV-1/2 
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utilizando la sangre seca eluída de un círculo de la tarjeta de DBS por paciente, como se 
publicó por el grupo anteriormente97. La técnica BioRad Geenius TM HIV-1/2 es un test 
útil para la detección de antígenos contra el VIH-1 y VIH-2. Contiene una fase sólida 
cromatográfica con la proteína A de enlace a anticuerpos, que se une de forma 
específica a los mismos. A su vez, esta proteína se encuentra conjugada a una partícula 
de oro coloidal. De ese modo, si existen antígenos en la muestra y se unen a ella, serán 
inmovilizados y se producirán unas líneas de color púrpura, demostrando su presencia. 
El resultado de la técnica serológica Geenius se confirmó posteriormente en todos 
los pacientes pediátricos seropositivos e indeterminados empleando la técnica 
molecular POC Cepheid Xpert Qual (Xpert-Qual) a partir de un círculo de sangre seca 
eluido en el tampón de lisis proporcionado por la técnica tras agitar a 500 rpm durante 
15 min a 56ºC. Esta técnica está basada en la amplificación de ácidos nucleicos virales 
(ARN viral, ADN proviral) empleando PCR a tiempo real (RT-PCR) y ha sido aprobada para 
el diagnóstico del VIH empleando DBS y sangre completa192, proporcionando un 
resultado binario "detectado/no detectado"193. En la Clinica Universidad de Navarra, el 
estado serológico del VIH se confirmó en todos los adultos mediante dos 
inmunoensayos de cuarta generación no-POC: Elecsys® HIV combi PT (Roche) y VIDAS® 
HIV Duo Quick (bioMerieux), siguiendo las indicaciones de los fabricantes. 
La CV del VIH-1 se cuantificó utilizando Cepheid Xpert HIV-1 VL (Xpert-CV)194 y 
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test v2.0 (Roche-CV)195 en todos los 
pacientes VIH positivos. Ambas técnicas están basadas en la amplificación en tiempo 
real del genoma del VIH y se realizaron empleando un círculo del DBS eluido en tampón 
de lisis de Xpert-Qual en Xpert-CV o el tampón de lisis Roche SPEX para Roche-CV. 
GeneXpert® es una plataforma automatizada que integra la preparación de muestras, 
la extracción y amplificación de ácidos nucleicos del VIH-1 (ARN viral y ADN proviral) y la 
detección de la secuencia diana en muestras utilizando RT-PCR. Este sistema se realiza 
mediante cartuchos desechables de un solo uso que contienen todos los reactivos 
necesarios y alojan los procesos RT-PCR. 
Las características principales de los tres ensayos moleculares del VIH utilizados para 
detectar o cuantificar el VIH-1 en esta Tesis se describen en la Tabla II.2.




Tabla II.2. Características de los ensayos moleculares para diagnóstico del VIH-1 y la 




(diagnóstico de VIH-1) 
 
Ensayos cuantitativos 
(cuantificación de la carga viral del VIH-1) 
 Xpert-Qual  Roche-CV Xpert-CV 
Compañía Cepheid  Roche Cepheid 
POC Sí  No Sí 
Dianas virales 3’end-5´UTR  Gag + LTR 3’end-5´UTR 
Muestra 
(según ficha técnica) 
Sangre completa (100 µl) 
DBS (1 círculo) 
 Plasma Plasma (1 ml) 
LD 
203 cp/ml (VQA, sangre completa) 
278 cp/ml (OMS, sangre completa) 
531cp/ml (VQA en DBS) 
668 cp/ml (OMS en DBS) 
 20 cp/ml (plasma) 
15.3 cp/ml (VCA en plasma) 
18.3 cp/ml  (OMS en plasma) 
LQ -  
20 cp/ml (plasma) 
20 cp/círculo 
(DBS)* 
40 cp/ml (plasma) 
40 cp/círculo (DBS) 
Aprobado para diagnóstico 
en plasma 
                  No  No No 
Aprobado para diagnóstico 
en DBS o sangre completa 
                  Sí  No No 
Aprobado para CV en plasma                    -  Sí Sí 
Aprobado para CV en DBS                    -  No No 
Grupos del VIH-1 detectados             M, N y O  M y O M, N y O 
 
Leyenda Tabla II.2. CV, carga viral; POC, point of care; LD/Q, límite de detección/cuantificación; DBS, 
Dried blood spots o sangre seca; cp/ml plasma, copias de ARN de VIH por mililitro de plasma; LTR, long 
terminal repeats o repeticiones largas terminales; UTR, untranslated region o region no traducida en el 
LTR viral;  Roche-CV, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test v2.0; Xpert Qual, Cepheid Xpert 
HIV-1 Qual; Xpert-CV, Cepheid Xpert HIV-1 VL; VQA: HIV-1 subtype B from viral quality assurance 
laboratory o virus de subtipo B empleado para ensayos de calidad de laboratorio; OMS: virus del subtipo 
B del VIH-1 empleado por la OMS como 3rd International Standard NIBSC code 10/152.  Datos de acuerdo 
a fichas técnicas. Xpert HIV-1 VL194 y Xpert HIV-1 Qual193. *, datos reportados por este estudio.  
 
Para el análisis estadístico de los datos de CV del Capítulo 1, los valores de viremia 
informados por el sistema como <40 cp/ml (Xpert-CV) o <20 cp/ml (Roche-CV), que 
corresponden al límite inferior de detección de cada ensayo, se informaron como 39 
cp/ml o 19 cp/ml, respectivamente, considerándolos como detectados, pero no como 
cuantificables. Definimos que el paciente en TAR estaba en fracaso terapéutico cuando 
su viremia era de 1.000 cp/ml o más, que es el umbral de fracaso del tratamiento clínico 
usando DBS definido por la OMS68. Como ambas técnicas de cuantificación de CV del 
VIH-1 se basan en RT-PCR en tiempo real, proporcionan un ciclo específico o Ct (cycle 
threshold), el cual se correlaciona inversamente con la concentración inicial del genoma 
viral o CV en la muestra infectada. Es decir, menores Ct en la detección se correlacionan 
con mayores viremias de la muestra infectada (Fig. II.1). 
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Figura II.1. Curva de amplificación de una RT-qPCR y sus elementos 
 
 
En esta Tesis cuantificamos las copias de ARN del VIH-1 o CV que había por círculo de 
DBS (cp/círculo), que correspondería principalmente al virus circulante en el plasma que 
hay en los 70 µl  de sangre total  que se pusieron en cada círculo de DBS. Para pasar de 
cp/círculo a cp/ml de plasma, tenemos que conocer el hematocrito o fracción celular de 
la sangre el paciente, que era desconocido en nuestros pacientes de estudio. Por ello, 
empleamos valores publicados previamente para poblaciones similares, asumiendo un 
hematocrito del 39% para niños, del 42% para mujeres y del 47% para hombres, según 
describen estudios previos196,197. Considerando esos valores de hematocrito, la CV en un 
círculo del DBS correspondería  a la cantidad de copias de ARN del VIH-1 existente en los 
volúmenes reales de plasma tras descartar el hematocrito, que sería de 42,7µl, 40,6 µl 
y 37,1 µl por círculo según sean niños, mujeres u hombres, respectivamente. Así, una CV 
de 40 cp/círculo del DBS (mínima CV cuantificable por Xpert-VL) sería equivalente a 
entre 936-1078 cp/ml y una viremia de 20 cp/círculo (mínima CV cuantificable por 
Roche-CV) correspondería a aproximadamente 468-539 cp/ml plasma tras corregir por 
hematocrito de niños, mujer u hombre. 
 
EXTRACCIÓN DE ARN, AMPLIFICACIÓN Y SECUENCIACIÓN 
Para realizar los estudios de resistencias y de caracterización de la variante viral en 




















Para extraer los ácidos nucleicos totales de 2-3 círculos del DBS se empleó la plataforma 
automatizada NucliSENS easyMAG (BioMerieux) o el kit manual High-Pure Viral Nucleic 
Acid (Roche). La región pol de ARN viral codificante de las proteínas virales PR, RT e IN 
se amplificó mediante RT-PCR y PCR anidada o nested utilizando cebadores diseñados 
por la OMS91 para la PR y RT, como se describió anteriormente100,  o por la Agencia 
Francesa para la Investigación del sida y hepatitis virales (ANRS) para el caso de la 
IN198. Las secuencias virales incluyeron la PR completa del VIH-1 (codones 1–99), la RT 
parcial (codones 1–335/440) y la IN (codones 1–285). La ubicación de los cebadores se 
muestra en la Figura Suplementaria I.2 del Anexo I. Los amplicones de la PCR se 
purificaron usando Illustra™ ExoProStar 1-Step™ (GE Healthcare Life Sciences, Little 
Chalfont, Reino Unido) y secuenciados por Macrogen Inc. (Gasan-dong, Geumchun-gu, 
Seúl, Corea). Las secuencias fueron ensambladas y editadas manualmente usando el 
software Lasergene. 
Las secuencias de adultos empleadas para la caracterización de variantes fueron 
generadas por el grupo del Dr. Gabriel Reina, del Servicio de Microbiología de la Clínica 
Universidad de Navarra, mientras que las secuencias de niños fueron parte experimental 
de esta Tesis Doctoral. 
 
CARACTERIZACIÓN DE LA VARIANTE DEL VIH-1 
Las variantes del VIH-1 se caracterizaron por análisis filogenético (phy) de las 
secuencias virales una vez editadas con dos metodologías diferentes. Para el Capítulo 1 
de esta Tesis el phy se realizó utilizando el software MEGA6 con el modelo de sustitución 
nucleotídica Tamura-3-parámetros y un re-muestreo tipo bootstrap con 1.000 
repeticiones. Se consideraron agrupamientos de secuencias fiables aquellos que 
presentaban un valor de bootstrap mayor de 700 sobre 1000 (70%). La topología del 
árbol se obtuvo mediante el método de distancia Neighbour Joining. Como referencias 
se tomaron, al menos, 2 secuencias representativas de cada grupo de VIH-1 no M (O, P 
y N) y de cada variante del grupo M (9 subtipos, 8 sub-subtipos y 83 CRF disponibles 
entre los 98 descritos en el momento del análisis)19. Las secuencias no identificadas 
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dentro de las variantes del grupo M o entre los CRF por phy se consideraron formas 
recombinantes únicas del grupo M del VIH-1 (URF) en pol (URF pol). 
En el resto de capítulos, se hizo un análisis más exhaustivo con la colaboración del 
personal bioinformático del Laboratorio de Virología del Servicio de Microbiología del 
Hospital Ramón y Cajal liderado por el Dr. Juan Carlos Galán. Las secuencias de nts se 
tradujeron y alinearon usando el algoritmo ClustalW implementado en el software 
MEGA6. Para la caracterización de las variantes de VIH-1, utilizamos secuencias 
disponibles en la base de datos de Los Alamos (LANL: http://www.hiv.lanl.gov), 
anotadas por país de origen y fecha de toma de muestra. Se incluyeron como secuencias 
de referencia todas las variantes de VIH-1 descritas hasta la fecha del estudio con 
secuencia disponible. Se usó una secuencia del grupo N del VIH-1 como grupo externo. 
Las secuencias de los grupos P/O/N también se descargaron para descartar infecciones 
de estas variantes.  
Para reducir el tiempo de análisis requerido al reconstruir algoritmos rápidos de 
grandes filogenias, los árboles filogenéticos (PhyMLtree) se reconstruyeron mediante el 
método de máxima verosimilitud (ML) con RAxML v8.0 (Randomized Axelerated 
Maximum Likelihood)199 usando el modelo evolutivo general de tiempo reversible más 
la proporción de sitios invariables más el parámetro de distribución gamma (GTR+I+G). 
Para estimar los valores de bootstrap en la topología inferida por RAxML, se utilizó la 
prueba Shimodaira-Hasegawa (SH) utilizando el programa FastTree (soporte >90%)200.  
Las secuencias que no se agrupaban con ninguna variante se analizaron utilizando el 
programa de detección de recombinación (RDP3v4.13)201, identificando los subtipos 
involucrados en eventos de recombinación y puntos de corte de recombinación 
hipotéticos. Para confirmar aún más los supuestos eventos de recombinación 
detectados, se realizaron nuevos análisis filogenéticos utilizando los fragmentos de 
secuencia asignados a diferentes subtipos según las posiciones de punto de corte 
propuestas por RDP3. Las topologías obtenidas con cada fragmento se compararon con 
SH, el peso de probabilidad esperado y las pruebas de Kishino-Hasegawa utilizando el 
programa TREE-PUZZLE 5.2. En los casos positivos, las secuencias recombinantes se 
redefinieron como URF. Las secuencias con un ancestro común más reciente a los sub-
subtipos A1-A6 o F1-F2 se identificaron como subtipos A o F, respectivamente. Los casos 




restantes fueron designados como no clasificables (U). Como no fue posible secuenciar 
el mismo fragmento para todas las secuencias, se analizaron diferentes regiones por 
separado. 
 
DESCARGA DE SECUENCIAS DE LA BASE DE DATOS DE VIH DE LOS ÁLAMOS 
En LANL se recopilan todas las secuencias genéticas del VIH-1 y VIH-2, dándoles un 
número de acceso para su identificación y posibilidad de descarga. Para nuestro estudio 
descargamos de LANL todas las secuencias existentes en formato fasta pertenecientes a 
cada una de las variantes del VIH-1. De esta manera recopilamos secuencias pertenecientes 
a cada uno de los 4 grupos (M, O, N y P), 10 subtipos del grupo M (A, B, C, D, F, G, H, J, K y 
L), sub-subtipos  de los subtipos A y F y de los 99 CRF del grupo M del VIH-1 disponibles a 
fecha de estudio.  
 
IDENTIFICACIÓN DE REDES DE TRANSMISIÓN  
En el Capítulo 2, se identificaron redes de transmisión entre las 165 secuencias 
disponibles en nuestra cohorte de Kinshasa (2016-2018). Estos grupos de transmisión se 
definieron como aquellas secuencias que pertenecían al mismo subtipo/CRF/URF, 
agrupadas en un grupo único (clado monofilético) y con buen soporte estadístico que 
tuviera un valor máximo (100%) de bootstrap. En las muestras que se pudieron solo 
rescatar secuencias parciales de pol, cada fragmento presente en todas las secuencias 
de un mismo grupo se analizó por separado. De esta forma, se detectaron nuevos 
eventos de recombinación. Las secuencias con diferentes eventos de recombinación, 
pero con un fragmento recombinante compartido y el mismo virus progenitor se 
consideraron redes de transmisión.  
 
ANÁLISIS DE DIVERSIDAD GENÉTICA  
En el Capítulo 2 también se analizó la evolución de la diversidad genética (D = 1 - ∑f2) 
de las variantes del VIH-1 en RDC en el tiempo. La diversidad genética es una medida de 
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variabilidad que tiene en cuenta las frecuencias (f) de todas las variantes en la población 
de estudio. Para ello, se descargaron y reclasificaron las 2.802 secuencias de pol 
disponibles en LANL de RDC, como se describió anteriormente. Entre ellos, 2.588 
(92,3%) tenían información del año de muestreo, comprendido entre 1976 a 2012. 
También se calculó la diversidad genética viral entre niños y adultos infectados por el 
VIH con las muestras recolectadas en Kinshasa entre 2016 y 2018. Analizamos la 
distancia genética (número de sustituciones de bases por sitio) o la divergencia evolutiva 
promedio sobre todos los pares de secuencias utilizando el modelo de Tamura-Nei 93 
(TN93)202, según estudios anteriores203. La tasa de variación entre sitios se modeló con 
una distribución gamma y el análisis se realizó con el software MEGA6. Definimos un 
grupo de transmisión reciente como aquel que muestra una distancia genética máxima 
por pares inferior a 0,01, según informes anteriores 203,204. Se usó TN93 porque es el 
modelo de sustitución de nt más general para el cual las distancias se pueden estimar 
directamente a partir de recuentos de pares de nt en secuencias alineadas. 
 
ANÁLISIS DE MUTACIONES DE RESISTENCIA A ANTIRRETROVIRALES 
Para llevar a cabo los objetivos y resultados del Capítulo 3, las MDR en pacientes 
pretratados con IP, ITIAN, ITINAN e INI se caracterizaron por el programa Stanford HIVdb 
v8.8 (Universidad de Stanford, Palo Alto, CA, EE. UU.), así como el nivel de sensibilidad 
previsto para cada ARV. Este programa clasifica las MDR en primarias, 
secundarias/accesorias y otras (Figura Suplementaria I.3 - Anexo I). En cuanto a la 
sensibilidad a los fármacos, Stanford calcula dando un score a las distintas MDR. Según 
afecten a la sensibilidad de cada uno de los fármacos hace una clasificación del nivel de 
resistencia: susceptible, resistencia potencial, bajo nivel de resistencia, resistencia 
intermedia y alto nivel de resistencia.  
 
BIOMARCADORES INMUNES PROBADOS 
Para llevar a cabo los objetivos y resultados del Capítulo 4 analizamos los niveles de 
10 biomarcadores inmunes: B7.1 (proteína de membrana presente en células 




presentadoras de antígeno activadas)205; B7H5 (supresor de la inmunoglobulina de 
dominio V de la activación de células T)206; IRAK-M (quinasa asociada al receptor de 
interleucina-1)205; Galectin-9 (proteína de unión a glucanos)207; Siglec-10 (lectina 10 
similar a la inmunoglobulina que se une al ácido siálico)208; HIF-1α (factor 1-alfa inducible 
por hipoxia, un factor de transcripción)205; HVEM (mediador de entrada del virus del 
herpes)207; CD14 (correceptor de lipopolisacárido liberado de monocitos tras la 
activación)209; CD163 (marcador de células activadas por monocitos/macrófagos)209, y 
PD-L1 (ligando 1 de muerte programada)210,211. Seleccionamos estos biomarcadores 
debido a su implicación en la infección por VIH y en otras infecciones o 
patologías205,207,209.  
 
CUANTIFICACIÓN DE BIOMARCADORES POR RT-PCR 
Para cuantificar estos biomarcadores inmunes en los DBS de cada paciente y generar 
los resultados para el Capítulo 4, se extrajeron los ácidos nucleicos de dos círculos del 
DBS utilizando la plataforma automatizada NucliSENS EasyMAG (BioMerieux) como se 
ha explicado anteriormente. El ARN extraído de cada muestra en nuestro laboratorio del 
Hospital Ramón y Cajal de Madrid se llevó en hielo seco al laboratorio de Inmunología 
de Tumores en el Instituto de Investigación del Hospital La Paz de Madrid, donde se 
realizó la medición de biomarcadores, dirigido por el Dr. Eduardo López Collazo. Allí el 
ADNc se sintetizó a partir de 0,25 µg de ARN total extraído usando High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Las reacciones en cadena de la 
polimerasa cuantitativa de transcripción inversa (RT-qPCR) se realizaron utilizando 
QuantiMix Easy SYG Kit (Biotools), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los 
niveles de expresión génica se analizaron utilizando el sistema LightCycler (Roche 
Diagnostics). El número de copias de ADNc de cada gen de interés se determinó usando 
una curva estándar de 7 puntos. Las reacciones se realizaron por duplicado y el nivel de 
expresión del gen β-ACTIN se usó como estándar interno para normalizar los datos en la 
expresión relativa de cada biomarcador. Todos los cebadores incluían uniones exón-
exón para evitar la contaminación del ADN genómico y fueron sintetizados por Europins 
Genomics. Los cebadores específicos para cada gen se muestran en la Tabla 
Suplementaria I.1 - Anexo I.  
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CUANTIFICACIÓN DE LAS INMUNOGLOBULINAS G PROTECTORAS FRENTE A 
6 PATÓGENOS VACUNABLES 
En el Capítulo 5 nos propusimos analizar y cuantificar la presencia de 
inmunoglobulinas G (IgG) protectoras frente a 6 enfermedades prevenibles mediante 
vacunación: difteria, tétanos, tosferina, sarampión, paperas y rubeola. Para ello, las IgG 
frente a cada uno de ellos se cuantificaron empleando la técnica de VirClia®IgG (Vircell) 
a partir de 5 μl de plasma o de 1 círculo de DBS (70 μl de sangre) eluido en 770 μl de 
solución salina tamponada con fosfato (PBS).   
La tecnología de VirClia IgG (Vircell) combina la quimioluminiscencia acoplada a 
inmunoesayos enzimáticos para amplificar la señal, y usa indistintamente muestras de 
suero o plasma.  Es una reacción donde los anticuerpos de la muestra reaccionan con el 
antígeno unido a la superficie de poliestireno. Las inmunoglobulinas no unidas por 
reacción con el antígeno son eliminadas en el proceso de lavado. En un paso posterior, 
la globulina anti-humana reacciona con el complejo antígeno-anticuerpo, y la que no se 
une es eliminada por los lavados. La fracción unida reacciona con el sustrato 
quimioluminiscente, que generará una luminiscencia de brillo prolongado que puede 
leerse con un luminómetro.  
En el Capítulo 5, como criterio de positividad, se tomaron los valores de corte (cut-
off) proporcionados por VirClia para los 6 patógenos empleando plasma/suero (Tabla 
II.3), que proporcionan una sensibilidad del 96-100% y una especificidad del 100%.  




 Tosferina Difteria Tétanos 
 
Sarampión Paperas Rubeola 
Positivo >120 UI/ml 









60 – 120 
UI/ml 
- 0,1-0,2  UI/ml 
 
0,9-1,1 index 0,9-1,1 index 0,9-1,1 index 
Negativo <60 UI/ml <0,01 UI/ml <0,1 UI/ml 
 
<0,9 index <0,9 index <0,9 index 
Leyenda Tabla II.3. UI, unidades internacionales; ml, mililitro; Protec. máx., protección máxima. 
 
Para poder emplear DBS en las mediciones de IgG, se calculó la sensibilidad, 
especificidad y valor predictivo positivo/negativo para cada una de las 6 mediciones en 




DBS de esos 42 niños y adolescentes de estudio. Para ello se tomó como referencia los 
resultados obtenidos en muestras pareadas de plasmas de los mismos 42 pacientes. 
Para obtener un punto de corte óptimo que ofreciera la máxima sensibilidad y/o 
especificidad para la detección en DBS de IgG protectoras contra cada patógeno, se 
generaron curvas ROC con el software R. Los valores indeterminados fueron excluidos 




La significación estadística a lo largo de toda la Tesis, se calculó mediante una prueba 
T-Student y el test U Mann-Whitney. Las diferencias en la prevalencia de las variantes 
del VIH-1 se probaron mediante la prueba T-Student. Se realizaron diversos análisis 
estadísticos descriptivos en los distintos capítulos como la media, la mediana, el rango 
intercuartílico (RIC), y el coeficiente de correlación intraclase (CCI). El nivel de 
significancia utilizado para las pruebas de contraste de hipótesis se estableció en p<0.05. 
Para todos los análisis, se consideraron intervalos de confianza (IC) del 95% y se 
realizaron con Excel, STATA v11 y GraphPad Prism 8.0.1. 
En el Capítulo 1 se realizó un análisis de correlación mediante la prueba de Spearman 
Rank, regresión lineal y  método Bland-Altman plot para comparar técnicas de 
cuantificación de CV212. Consideramos una diferencia de CV clínicamente relevante 
cuando entre dos mediciones de CV teníamos, al menos, 0,5 log cp/ml de diferencia, 
como se describió anteriormente213–215.  
En el Capítulo 4 realizamos un análisis de componentes principales utilizando la 
función princomp del lenguaje R. El método predeterminado realizó un análisis de 
componentes principales en la matriz de datos numéricos dada y devolvió los resultados 
como un objeto de clase. El cálculo se realizó mediante una descomposición de valores 
singulares de la matriz de datos centrada y escalada. El método de impresión de estos 
objetos y el método de trazado se realizaron utilizando los paquetes R ggiplot y ggbiplot. 
Se realizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para la comparación general de 
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los tres grupos. Posteriormente, se utilizó la prueba U de Mann-Whitney para estudiar 
las diferencias entre los grupos.  
 
NÚMEROS DE ACCESO 
Las secuencias de la PR, RT e IN del VIH-1 generadas durante todo este estudio se 
enviaron al GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank),  base de datos de secuencias 
genéticas del Instituto de Salud americano (National Institutes of Health, NIH), con los 




Todo el trabajo presentado en esta Tesis se realizó de acuerdo con las pautas éticas 
de la Declaración de Helsinki de 1964 y fue aprobado por los Comités Éticos de 
Investigación Clínica del Hospital Monkole y la Universidad de Kinshasa (Kinshasa, RDC), 
el Hospital Universitario Ramón y Cajal (Madrid, España), la Universidad de Navarra 
(Pamplona, España) o del Hospital La Paz, según correspondiera a cada estudio concreto. 
Se obtuvo el consentimiento informado de todos los adultos inscritos y de los padres o 
tutores de los niños participantes. Todos los métodos se llevaron a cabo de acuerdo con 
las directrices y regulaciones pertinentes. Los nombres de los pacientes se codificaron 




   











Utilidad de las técnicas 
POC Xpert HIV-1 para la 
detección y cuantificación 
de recombinantes 
complejos del VIH-1 en 





















JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
Como se ha comentado en la Introducción, es necesario el acceso a herramientas 
moleculares de rutina para el diagnóstico precoz infantil del VIH-1 y para cuantificar la 
CV en niños y adultos y así poder identificar posibles fracasos del TAR. Sin embargo, la 
mayoría de los 38 millones de personas infectadas por VIH viven en países de recursos 
limitados, donde circula un alto número de variantes diferentes del VIH-1, con altas 
tasas de infección y con acceso limitado o nulo a la monitorización de VIH de 
rutina216,217. Estos lugares tienen acceso insuficiente a instalaciones de laboratorio, 
deficiencias en el manejo de la cadena de frío y dificultades para la recolección de 
plasma y el transporte de muestras217,218. 
Para mejorar la atención de los pacientes expuestos e infectados por el VIH, sería 
conveniente extender el uso de los nuevos ensayos moleculares POC para el diagnóstico 
y monitorización del VIH promovidos por la OMS en estos entornos de recursos 
limitados, más fáciles de emplear y que dan resultados en torno a 90 min79. Además 
promueve el uso de DBS en ausencia de plasma/suero, al ser más fáciles de tomar, 
almacenar y transportar a los laboratorios de referencia que el plasma o suero69,85.  
Es ampliamente conocido que la variabilidad genética del VIH puede afectar en la 
detección molecular y cuantificación del VIH-134,84,144,219–222. Sin embargo, la mayoría de 
los ensayos POC y no POC no se han evaluado en profundidad con todos los subtipos de 
VIH-1 y recombinantes complejos presentes en países con alta diversidad genética y alta 
tasa de infecciones por VIH. Este es el caso de Kinshasa, RDC, epicentro de la epidemia 
del grupo M del VIH-1223 donde se espera un gran número de recombinantes del VIH-1 
por la circulación simultánea de múltiples variantes223–230. Por lo tanto, el objetivo de 
este estudio fue la eficacia de dos técnicas POC para el diagnóstico precoz infantil 
(Cepheid Xpert HIV-1 Qual) y cuantificación de la CV (Cepheid Xpert HIV-1 VL) vs. una 
prueba cuantitativa no POC ampliamente empleada para la monitorización de la viremia 
en el ámbito clínico (Roche CAP/CTM Quantitative VL test v2.0) empleando el mismo 
panel de DBS de niños y adultos de Kinshasa, donde circula una gran diversidad de 




Para este estudio se recolectaron 160 DBS tomados en el Hospital de Monkole 
(Kinshasa, RDC) de abril a noviembre de 2016. 
Este estudio se realizó con la colaboración del Departamento de Microbiología de la 
Clínica Universidad de Navarra y en el Instituto de Investigación Sanitaria de Navarra 
(IdiSNA) cuyo responsable es el Dr. Reina.  Las secuencias de PR, RT y/o IN del VIH-1 
fueron depositadas en la base de datos de secuencias de GenBank 




Alto porcentaje de diagnósticos falsos positivos mediante pruebas serológicas 
rápidas en RDC y retraso en el diagnóstico infantil del VIH 
Evaluamos la eficacia de cuantificación del VIH-1 de diferentes técnicas moleculares 
(POC y no POC) en sangre seca con diferentes subtipos de VIH-1 no-B y recombinantes 
complejos, principalmente URF. Con ese fin, se recogieron DBS de 85 niños (60 no 
infectados por VIH, 18 infectados por VIH y 7 expuestos al VIH) y 75 adultos infectados 
por VIH de Kinshasa, RDC, durante 2016. Las principales características de los pacientes 





Tabla 1.1. Características de la población de estudio de Kinshasa (RDC) con DBS tomados en 
2016. 
 Niños Adultos Total (%) 
Número 85 (100%) 75 (100%) 160 (100%) 
Género (masculino) 46 (54,1%) 22 (29,3%) 68 (42,5%) 
Edad media 
A fecha de toma de DBS (rango) 9,8 (0-18) 46,5  (24,8-73) 26,5 (0-73) 
A fecha de diagnóstico en RDC (rango) 8,1 (0-16) 40,4 (0-65,3) 33,7 (0-65,3) 
VIH positivos 
Por test rápido en RDC 18 (21,2%) 74 (98,7%) 92 (57,5%) 
Por test moleculares y serológicos en España 14 (16,5%) 70 (93,3%) 84 (52,5%) 
Falsos positivos por diagnóstico en RDC 4 (4,7%) 4 (5,3%) 8 (5%) 
Exposición al TAR entre los 92 diagnosticados como VIH+ en RDC 
ARV naive 2 10 13 
TAR 16* 58* 74 
Desconocido 0 7 5 
Exposición al TAR entre los 84 VIH+ confirmado en España 
ARV naive 1 9 10 
TAR 13 56 69 
Desconocido 0 5 5 
Viremia del VIH-1 entre los 69 VIH+ confirmado bajo TAR en RDC 
No detectado solo por Roche-CV 0 1 1 
No detectado solo por Xpert-CV 0 4 4 
No detectado ni por Roche ni por Xpert-CV 3 5 8 
>1,000cp/círculo del DBS por Xpert-CV 3 12 15 
>1,000cp/ml por Xpert-CV** 12 52 64 
>1,000cp/ círculo del DBS por Roche-CV 6 12 18 
>1,000cp/ml por Roche-CV** 12 32 44 
Número de regímenes de TAR diferentes entre los 69 pacientes tratados en RDC   
1 10 (76,9%) 34 (60,7%) 44 (63,8%) 
2 2 (15,4%) 14 (25%) 16 (23,2%) 
3 0 7 (12,5%) 7 (10,1%) 
4 1 (7,7%) 1 (1,8%) 2 (2,9%) 
Experiencia a ITIAN    
3TC 13 58 71 
AZT 10 46 56 
TDF 5 27 32 
DDI 0 3 3 
ABC 0 4 4 
Experiencia a ITINAN    
NVP 10 43 53 
EFV 6 29 35 
Experiencia a IP    
LPV/r 1 7 8 
Pacientes VIH+ con secuencia pol disponible 
 13 (92,8%) 45 (64,3%) 58 (69%) 
Variante del VIH-1 por phy 
Subtipos no-B 2/13 (15,4%) 4/45 (8,9%) 6 (10,3%) 
CRF 2/13 (15,4%) 8/45 (17,8%) 10 (17,3%) 
URF 9/13 (69,2%) 33/45 (73,3%) 42 (72,4%) 
Leyenda Tabla 1.1. RDC, República Democrática del Congo; DBS, dried blood spots o muestra de sangre 
seca; TAR, tratamiento antirretroviral; ARV, antirretroviral; CV, carga viral del VIH-1; ITIAN, inhibidores de 




análogos de nucleós(t)ido; IP, inhibidores de la proteasa; 3TC, Lamivudina; AZT, Zidovudina; TDF, 
Tenofovir; DDI, Didanosina; ABC, Abacavir; NVP, Nevirapina; EFV, Efavirenz; LVP/r, Lopinavir/Ritonavir; 
phy, análisis filogenético; CRF, formas recombinantes circulantes; URF, formas recombinantes únicas. 
*Entre los 74 pacientes tratados en RDC, 3 niños y 2 adultos fueron falsos positivos. **cp/ml en plasma, 
corregido considerando el hematocrito. 
 
Los 160 sujetos del estudio fueron mayoritariamente seropositivos mediante pruebas 
serológicas rápidas en RDC (58,75%). De ellos, más de la mitad (57,5%) eran mujeres, y 
un 46,2% tenían experiencia antirretroviral. La edad media para el diagnóstico de VIH 
en RDC fue de 8,1 años (DE ±5,38) en niños y 40,4 (DE±12,13) en adultos. La edad media 
a toma de DBS fue de 9,8 años (DE±5,11) en niños y 46,5 (DE±12,27) en adultos. La 
mayoría de los adultos eran mujeres (70,7%). Todos menos uno de los niños nacieron 
en Kinshasa, el 8,2% eran huérfanos y 6 presentaron confección de VIH 
con Mycobacterium tuberculosis.  
Entre los 92 niños y adultos diagnosticados como VIH positivos mediante pruebas 
rápidas en RDC, el 80,4% tenían experiencia previa al tratamiento con ARV. El resto, eran 
naive al TAR o con datos de tratamiento desconocidos. Los ARV más usados en la cohorte 
del estudio fueron ITIAN e ITINAN. Se prescribieron AZT+3TC+NVP en 60 pacientes (13 
niños y 47 adultos), principalmente como terapia de primera línea (50 casos). Solo 8 
pacientes recibieron tratamiento basado en IP con lopinavir/ritonavir (LPV/r), mientras 
que el uso de INI estuvo ausente en los pacientes del estudio (Tabla 1.1). 
Falsos diagnósticos positivos en RDC 
La infección por VIH-1 fue confirmada por Xpert-Qual en 16,5% de los 85 niños 
testados y por Xpert-CV y Roche-CV en 93,3% de los 75 adultos con VIH diagnosticados 
en RDC. Sin embargo, identificamos algunos falsos positivos según el algoritmo de 
diagnóstico serológico con pruebas rápidas realizado en RDC. Así, encontramos 8 falsos 
positivos; 4 en adultos (rango 23,8-28,5 años) y en 4 niños (rango 5,3-13,1 años). 
Además, 5 de ellos (2 adultos y 3 niños) habían estado innecesariamente tomando TAR 
durante un tiempo medio de 3,9 años (Tabla 1.2).  
Xpert-Qual confirmó la ausencia de infección por VIH-1 en 4 DBS de niños 





negativos que dieron un resultado indeterminado en Geenius BioRad y que se confirmó 
la ausencia de VIH gracias a Xpert-Qual.  
Los 4 falsos positivos en adultos proporcionaron resultados negativos por los dos 
ensayos de CV (Roche y Xpert), dando tres de ellos resultados negativos por dos 
inmunoensayos de 4ª generación (Roche Elecsys® VIH combi PT 
y bioMérieux VIDAS ® VIH Duo Quick) y, en el caso restante, solamente mediante ensayo 
VIDAS. Por lo tanto, la tasa de diagnósticos falsos positivos de VIH-1 entre la población 
expuesta al VIH fue del 22,2% (4/18) en niños y del 5,3% (4/75) en los adultos infectados 

















































P6 AZT+3TC+NVP 96 Pos Pos Pos Pos Desconocido  - - Neg Neg - - Neg 9,11 
P12 AZT+3TC+NVP 21 Pos Pos Pos Pos 0,55  - - Neg Neg - - Neg 5,36 
P14 AZT+3TC+NVP 22,4 Pos Pos Pos Pos 3,57  - - Ind Neg - - Neg 8,64 







CUN84 AZT+3TC+NVP 176,4 Pos Pos - Pos Desconocido  Pos Neg Neg - Neg Neg Neg 24,7 
CUN33 Naive 0 Pos Pos - Pos 0  Neg Neg Neg - Neg Neg Neg 28,7 
CUN41 AZT+3TC+EFV 87 Pos Pos - Pos 28,5  Neg Neg Neg - Neg Neg Neg Desconocido 
CUN109 Naive 0 Pos Pos - Pos 51  Neg Neg Neg - Neg Neg Neg 29,07 
 
Leyenda Tabla 1.2. Diagnóstico VIH en RDC: Determine, test rápido Determine™ HIV-1/2 Ag/Ab (Alere)231; Uni-Gold, Uni-Gold HIV (Trinity Biotech)232 y Double-Check, 
Double-Check Gold HIV 1&2 (Orgenics)233. Diagnóstico VIH en España: Elecsys Roche, 4th gen immunoassay Elecsys® HIV combi PT (Roche)234; VIDAS DUO Quick, 4th gen 
immunoassay VIDAS® HIV Duo Quick (bioMerieux)235; BioRad Geenius, BioRad GeeniusTM HIV-1/2236; Xpert Qual, Cepheid Xpert Qual193; Xpert-CV, Cepheid Xpert HIV-1 VL194; 
Roche-CV, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test v2.0237. ARV, antirretrovirales; AZT, Zidovudina; 3TC, Lamivudina; NVP, Nevirapina; EFV, Efavirenz; VL, viral load; 





Correcta detección de variantes de VIH-1 en Kinshasa por Xpert-CV y Roche-CV 
Entre los 84 DBS con VIH confirmado, excluyendo las muestras clasificadas como 
falsos positivos, Xpert-CV pudo detectar el 95,2% y Roche-CV el 97,6% de ellas 
(Tabla 1.3). Entre esas muestras con ARN de VIH detectable, y comparando la viremia 
detectada por las dos técnicas cuantitativas empleadas, Xpert-CV vs. Roche-CV fueron 
capaces de cuantificar y proporcionar valores de CV en los DBS (≥40 vs. ≥20 cp/círculo 
del DBS o ≥936-1078 vs. ≥468–539 cp/ml plasma tras corregir por hematocrito) para 65 
(77,4%) vs. 66 (78,6%) muestras de DBS, respectivamente. La mayoría (92,9%) de los 14 
niños con VIH presentaron CV cuantificable por Xpert-CV (≥40 cp/círculo DBS) y Roche-
CV (≥20 cp/círculo DBS) y el 74,3% o 72,8% de los 70 adultos con VIH por Xpert-CV o 
Roche-CV, respectivamente. Xpert-CV detectó 2 muestras no detectadas por Roche-CV 
(<20 cp/ml), mientras que Roche-CV pudo detectar 4 muestras por debajo del límite de 
detección de Xpert-CV (<40 cp/ml) (Tabla 1.3). 
Tabla 1.3. Cuantificación de la CV del VIH-1 en 84 DBS de 14 niños y 70 adultos con VIH usando 
dos ensayos moleculares.  
 




















No detectado - 2 0 0 0 2 
Detectado no cuantificado 
<20 cp/círculo 

































Nº DBS 4 15 38 27 - 84 
Secuencias pol disponibles  nd 4 (26,7%) 27 (71%) 27 (100%)  58 (69%) 
Recombinantes complejos (CRF + URF) nd 4 23 25 - 52 
Variantes no-B nd 0 4 2 - 6 
Leyenda Tabla 1.3. Nº, número; CV, carga viral del VIH; POC, point of care o técnica en el punto de 
atención; DBS, dried blood spots o muestra de sangre seca; cp/círculo, copias de ARN del VIH-1 por círculo 
del DBS o sangre seca; nd, secuencias no disponibles por baja CV; Ct, ciclo específico o cycle threshold. Los 








Alta correlación entre las técnicas Xpert y Roche CV en DBS 
Los resultados de CV, dentro del rango de cuantificación de ambas técnicas, 
estuvieron disponibles para 78 (92,8%) de 84 pacientes con VIH. Se observó una 
concordancia excelente (CCI = 1) y una correlación alta y significativa en la cuantificación 
de CV entre ambas técnicas (R 2 = 0,89, P <0,001), como muestra la línea de regresión 
estimada (Fig. 1.1). Sin embargo, los valores de Ct observados fueron dependientes del 
ensayo de CV y diferentes en los 78 DBS detectados por ambas técnicas de CV (Tabla 
1.3). Xpert-CV proporcionó una Ct media más alta (34,75 DE ± 7,7, rango [23,6–42,6]) 
que Roche-CV (29,4 DE ± 3,77, [20,3–36,6]) en el panel. Ello dio lugar a una CV media 
por Xpert-CV de 4,22 log cp/ml DE ± 1,06 (2,76 log cp/círculo DE ± 1,16) y el promedio 
de CV por Roche-CV fue de 4,04 log cp/ml DE ± 1,12 (2,57 log cp/círculo DE ± 1,12). 
 Figura 1.1. Correlación entre los ensayos Xpert-CV y Roche-CV en 78 muestras con VIH con CV 
cuantificada.  
 
Leyenda Figura 1.1. Diagrama de dispersión con un análisis de regresión lineal simple de las 78 
muestras (14 niños y 64 adultos) que se cuantificaron por ambos ensayos, (CV ≥40 o ≥ 20cp/ml, 
respectivamente). Gráfico usando la CV directa de un círculo de DBS (copias de ARN del VIH-1 por círculo 



































Las similitudes entre ambas técnicas de CV se evaluaron mediante el método de 
trazado de Bland-Altman (Fig. 1.2). La sobreestimación de la CV del VIH-1 por una de las 
dos técnicas (Xpert-CV o Roche-CV) se observó en todas las muestras menos en una 
entre los 78 DBS, aunque la diferencia fue inferior a un umbral clínicamente relevante 
de 0,5 log cp/ml en la mayoría de los casos (84,6%).  
Figura 1.2. Análisis Bland-Altman mostrando diferencias de la CV del VIH-1 media comparando 
Xpert-CV y Roche-CV en 78 pacientes infectados con muestras cuantificadas por ambos 
ensayos.   



























El ensayo POC Xpert-CV tendió a sobrestimar la CV del VIH-1 en el 69,2% de las 
muestras, y el no POC Roche-CV en el 29,5% de las muestras (Fig.  1.3, Tabla 1.3). La 
diferencia media general en los valores de ARN del VIH-1 obtenidos mediante las 
técnicas Xpert-CV y Roche-CV fue de 0,30 log cp/círculo DBS (IC 95%: 0,26 a 0,35 log cp/ 
círculo DBS) (p<0,001). Sin embargo, se observaron diferencias clínicamente relevantes 
(≥0,5 log CV) que van desde -0,55 a 1,07 en 12 (15,4%) de las 78 muestras de DBS con 
CV por encima del límite de detección en ambos ensayos (Fig. 1.2 y 1.3 y Tabla Sup. 
II.1). Once casos correspondieron al uso de Xpert-CV, mientras que solo uno a las 





Figura 1.3. Diferencias en la CV del VIH-1 entre Xpert-CV y Roche-CV en 78 pacientes infectados y cuantificados por ambos ensayos y las variantes del VIH-1 en 58 















Leyenda Figura 1.3. CV, carga viral; 58 variantes no-B en la población de estudio: 2C, 3H, 1J, 1CRF05_DF, 1CRF11_cpx, 1 CRF18_cpx, 1CRF19_cpx, 1 CRF25_cpx, 2 CRF27_cpx, 3 CRF45_cpx 
y 42 URFs. La ausencia de barra en un URF indica que la CV es la misma por ambos ensayos en dicha muestra. CRF, formas recombinantes circulantes; URF, formas recombinantes únicas; 
*, diferencia en la CV > 0,5 log, considerada clínicamente significativa. Más información en Tabla Suplementaria II.1. 































































































































Alto porcentaje de recombinantes complejos en RDC e impacto en la cuantificación 
viral 
La secuencia pol del VIH-1 se recuperó en 58 de los 84 individuos con VIH+ (13 niños 
y 45 adultos) y se analizó por filogenia. Entre las 58 secuencias virales obtenidas, 
identificamos 6 (10,4%) subtipos no B (2C, 3H, 1J), diez CRF (17,2%) (1 CRF05_DF, 1 
CRF11_cpx, 1 CRF18_cpx, 1 CRF19_cpx, 1 CRF25_cpx, 2 CRF27_cpx, 3 CRF45_cpx) y 42 
URF (72,4%). Por lo tanto, la mayoría (89,6%) de las 58 secuencias de VIH-1 obtenidas 
fueron recombinantes (Tabla 1.1). No se encontraron infecciones por VIH-2, ni por 
grupos no-M del VIH-1 en nuestra población de estudio. Ambas técnicas de CV pudieron 
detectar y cuantificar todas las variantes, incluidos los CRF y URF de la cohorte analizada 
(Tabla 1.3). 
El impacto de los recombinantes complejos en la cuantificación de CV no estaba claro 
(Tabla 1.3, Tabla Supl. II.1 - Anexo II y Fig. 1.3). Entre los 42 URF detectados, el 61,9% 
proporcionó una CV más alta por Xpert-CV y el 35,7% por Roche-CV. Entre las 10 
muestras atribuidas a 7 CRF diferentes, el 70% mostró una mayor CV por Xpert-CV y el 
30% por Roche-CV. Los subtipos C y H mostraron valores de viremia más altos por Xpert-
CV y el subtipo J por Roche-CV. 
 
DISCUSIÓN 
En este capítulo se evalúa la utilidad de nuevas técnicas POC para el diagnóstico 
precoz del VIH-1 y para la cuantificación de la CV en variantes complejas del VIH-1, 
mayoritarias en nuestra población de estudio. El uso de las técnicas POC puede mejorar 
el manejo clínico de niños y adultos infectados por VIH y reducir el retraso en el 
diagnóstico y en la identificación de fallos del TAR69. El diagnóstico precoz del lactante 
es una prioridad de la OMS69,238, ya que permite establecer el TAR temprano y reduce el 
daño irreversible del sistema nervioso central e inmune, disminuye el tamaño de los 
reservorios virales, la transmisión del VIH y la morbilidad/mortalidad asociadas con la 
infección por VIH-1239. Un diagnóstico temprano correcto del VIH resulta esencial, ya 
que los resultados falsos positivos pueden generar un TAR innecesario y angustia 
psicológica en individuos y familias con diagnóstico erróneos240. El uso de DBS se ha 





almacenar y enviar, muy conveniente en países con recursos limitados68,85,97,241. El 
objetivo de este estudio fue evaluar dos técnicas POC (Xpert-CV y Xpert Qual) para la 
detección y/o cuantificación del VIH utilizando DBS en RDC, un país con una alta 
diversidad de VIH-1 que incluye una alta prevalencia de recombinantes complejos, 
principalmente URF. 
Aunque las pruebas moleculares POC evitan el diagnóstico serológico de VIH 
inapropiado y son rentables242, aún no se adoptan globalmente en todos los programas 
de diagnóstico precoz infantil o de adultos238. En RDC, el Programa Nacional de Lucha 
contra el VIH-SIDA (PNLS) recomienda realizar el diagnóstico del recién nacido entre 0-
2 días después del nacimiento. Sin embargo, los ensayos POC para el diagnóstico precoz 
infantil del VIH aún no se han implementado dentro de la rutina clínica en los bebés 
expuestos al VIH. 
En este trabajo se ha evaluado el impacto clínico de la falta de pruebas moleculares 
para el diagnóstico del virus de rutina en recién nacidos expuestos al VIH y de pruebas 
serológicas confirmatorias en niños y adultos en una cohorte de Kinshasa. Encontramos 
diagnósticos falsos positivos en el 5% de los participantes del estudio (4 niños y 4 
adultos) que condujeron a implantar un TAR innecesario en 5 sujetos no infectados por 
VIH a toma de muestra.  
La alta prevalencia de diagnósticos falsos positivos entre los lactantes menores de 18 
meses expuestos al VIH podría explicarse por el largo retraso, de hasta 6 meses, en 
recibir los resultados de la PCR o de pruebas confirmatorias desde un laboratorio 
nacional centralizado hasta el hospital congoleño. Los diagnósticos incorrectos en recién 
nacidos también podrían haber sido consecuencia de la ausencia de una prueba 
molecular confirmatoria con una segunda muestra, según lo recomendado por la OMS69. 
En niños mayores y adultos, el diagnóstico erróneo del VIH puede deberse a la ausencia 
local de análisis serológicos confirmatorios y al uso exclusivo de pruebas serológicas 
rápidas para el diagnóstico del VIH. Aunque se recomiendan pruebas 
inmunocromatográficas rápidas para el VIH en países de bajos ingresos243, la baja 
prevalencia del VIH entre la población general en RDC (0,7%)216 puede estar asociada 
con un menor valor predictivo positivo para estos métodos. Además, las pruebas rápidas 




podría influir en un diagnóstico erróneo es la subjetividad a la hora de interpretar los 
resultados de las pruebas rápidas de VIH (dependientes del observador), que puede 
aumentar los diagnósticos falsos positivos. La alta edad media (8,1 años) en el 
diagnóstico de VIH en niños de la cohorte de estudio, también sugeriría un retraso en el 
diagnóstico del VIH, ya que la mayoría de ellos adquirieron la infección por VIH por vía 
vertical, según los informes clínicos. 
Los resultados también muestran que las técnicas moleculares Xpert y Roche fueron 
superiores a los ensayos de detección serológica de 4ª generación para identificar la 
infección por VIH en niños mayores de 18 meses y adultos expuestos al VIH. Además, 
Xpert resolvió el estado de pacientes expuestos al VIH y descartó la infección por VIH en 
10 individuos con resultados indeterminados por el ensayo confirmatorio de Geenius, 
de acuerdo con estudios recientes244. Esto podría deberse al hecho de que Xpert HIV-1 
Qual puede detectar infecciones por VIH-1 hasta 7-10 días antes de la seroconversión, 
unos 9 días antes que un panel de pruebas de anticuerpos contra VIH-1 y 5 días antes 
que un panel de pruebas de antígeno VIH-1 p24193. Xpert® HIV-1 Qual puede 
desempeñar un papel importante en el diagnóstico del VIH, ya sea en diagnóstico precoz 
infantil, como prueba confirmatoria después de una prueba basada en anticuerpos o 
para la detección de infección aguda por VIH en pacientes con anticuerpos negativos 
recientemente infectados245. 
Las técnicas POC Xpert-CV y no POC Roche-CV también fueron adecuadas para 
cuantificar CV usando DBS en RDC. Un alto porcentaje de pacientes bajo TAR mostró 
niveles de CV superiores a 1.000 cp/ml por Xpert (92,7%) o Roche (63,8%) (Tabla II.2), el 
umbral de CV definido por la OMS para confirmar fallo virológico en países de bajos y 
medios ingresos y cuando se utiliza DBS en adultos y niños68. Este es el umbral óptimo 
para determinar el menor porcentaje posible de falsos diagnósticos241. De hecho, la 
mayoría de los pacientes en el estudio tenían sospecha clínica de fallo virológico. Sin 
embargo, la prevalencia de fallo de tratamiento se sobreestimó usando Roche-CV y este 
umbral, resultó ser menos específico que otras técnicas cuantitativas usando DBS, como 
se describió en estudios anteriores106,241. 
A pesar de la buena correlación en la CV usando Xpert-CV vs. Roche-CV, el 15,4% de 





clínicamente significativas (>0,5 log cp/ml), lo mismo que se observó en estudios 
previos34,144,246. Por lo tanto, recomendamos ampliar el uso de CV en RDC para una 
detección temprana del fallo virológico. Además, la técnica de cuantificación de CV 
debería ser siempre la misma durante todo el seguimiento clínico del paciente para 
reducir las posibles sobreestimaciones de CV asociadas a la técnica usada, lo que podría 
interpretarse como falsos eventos de fallo virológico. Esto podría reducir los cambios 
innecesarios en el régimen de TAR en estos pacientes, favoreciendo una respuesta 
clínica precoz, y reforzando la adherencia o cambiando el régimen del TAR si se detectan 
variantes resistentes antes de que aparezcan los síntomas clínicos asociados al fracaso 
del tratamiento. Lograr los objetivos 95-95-95 del Programa Conjunto de las Naciones 
Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) para 2030 depende de la vigilancia del VIH; de lo 
contrario, puede producirse una epidemia futura de cepas resistentes al VIH y retrasar 
estos objetivos en África Subsahariana247. El hallazgo de valores de Ct dependientes de 
la técnica de cuantificación del VIH-1, refuerza el riesgo de establecer un límite de Ct 
estándar como valor umbral preciso para diferenciar fallos virológicos en pacientes con 
TAR. 
La evolución continua del VIH puede dificultar el diagnóstico y complicar la práctica 
clínica248. Por lo tanto, uno de los principales desafíos para el diagnóstico molecular y 
los ensayos de CV es detectar y/o cuantificar correctamente diferentes variantes del 
VIH-1. Según la información del fabricante, el ensayo Xpert® HIV-1 Qual ha sido validado 
para muestras que incluyen los grupos N, O y M (9 subtipos y recombinantes A/E, A/B y 
AG/GH)193 y el Xpert-CV para grupos N, O y M (9 subtipos, CRF01_AE, CRF02_AG y 
CRF03_AB)194. Sin embargo, en la mayoría de los 102 VIH-1 CRF19 y URF aún no se han 
validado. Según la casa comercial, Roche-CV era capaz de cuantificar variantes del grupo 
O y de los subtipos A-H del grupo M del VIH-1 crecidos en cultivo celular195,237, aunque 
también fue capaz de cuantificar varios CRF144. Sin embargo, ninguno de ellos ha sido 
evaluado en un gran panel de variantes URF. Así, nuestro estudio demuestra, por 
primera vez, que las técnicas POC Xpert-Qual y Xpert-CV y la técnica cuantitativa no-POC 
Roche-CV pueden detectar y cuantificar con éxito recombinantes complejas en pol. 
Estudios previos han informado de diferencias clínicamente significativas (>0,5 log) 




resultados sugerirían diferentes tasas de detección entre las técnicas debido a la 
variabilidad genética en la región del gen diana del VIH-1 de cada técnica en muestras 
cuantificadas incorrectamente, como se demostró previamente para una variante 
CRF02_AG249. En evaluaciones previas se ha confirmado la eficacia de la tecnología Xpert 
para la detección y cuantificación de las variantes no-B del VIH-1250,252–254, destacando 
la utilidad de Xpert en áreas con una alta variabilidad genética del VIH, como África 
Subsahariana246,255–258. 
También proporcionamos nuevos datos relacionados con la epidemiología molecular 
del VIH en Kinshasa, informando de una tasa extremadamente alta de recombinantes 
únicos en poblaciones recientemente infectadas. Sin embargo, la prevalencia de URF 
podría subestimarse, ya que las variantes de VIH-1 se caracterizaron considerando solo 
el gen pol y no el genoma completo. Otros autores también han destacado la extrema 
diversidad de las cepas de VIH que circulan en el país con una alta presencia de URF y 
diferentes CRF, junto con una baja presencia del subtipo C228,229. En el Capítulo 2 de esta 
Tesis profundizaremos en la Epidemiología Molecular del VIH-1 en RDC desde el 
principio de la epidemia hasta 2018. 
La técnica POC Xpert para el diagnóstico de otras enfermedades como 
tuberculosis259, shigelosis260 o el virus de la viruela del simio261 ya se ha utilizado en 
RDC. El PNLS en este país planea usar las máquinas Xpert existentes para las pruebas de 
diagnóstico precoz infantil del VIH en menores de 18 meses expuestos al virus y para la 
monitorización de la CV para ver la eficacia terapéutica tras el TAR, y así mejorar la 
atención clínica de niños y adultos infectados. Nuestros resultados demuestran que el 
rendimiento de Xpert es adecuado para analizar las variantes de VIH-1 que circulan 
actualmente en RDC. Por lo tanto, debido a su simplicidad, los resultados rápidos y el 
buen desempeño, creemos que Xpert HIV-1 puede ser útil en la descentralización del 
monitoreo de diagnóstico precoz infantil y CV desde laboratorios especializados en RDC 
a hospitales y clínicas locales. Esto ayudará a alcanzar los ambiciosos objetivos 95-95-95 
en el país. También confirmamos que los DBS podrían ser una muestra adecuada para 
el uso de Xpert en RDC, ya que requieren un volumen mínimo de sangre, favoreciendo 





Una limitación importante de este estudio es que no comparamos DBS con plasma 
debido a la falta de muestras pareadas recolectadas para cada sujeto en la población de 
estudio. Además, debido al diseño del estudio y el tamaño de la muestra, no pudimos 
determinar el poder estadístico de las posibles diferencias de rendimiento entre los 
ensayos en cada variante específica de VIH-1. Finalmente, no pudimos explorar el efecto 
del tampón de lisis para DBS en la cuantificación de la viremia, lo que podría influir en 
los resultados de CV de DBS según estudios anteriores262.  
Sin embargo, la principal fortaleza de nuestro estudio es que muestra los primeros 
resultados que confirman la utilidad de las técnicas POC Xpert HIV-1 y la plataforma 
Roche-CV en el diagnóstico temprano de VIH-1 y en la cuantificación de la CV de 
recombinantes complejos (principalmente URF) que circulan actualmente en 
Kinshasa. Hasta donde sabemos, no hay estudios previos que hayan incluido un panel 
tan grande de recombinantes complejos diferentes del VIH-1 caracterizados por análisis 
filogenético durante la evaluación de Xpert POC HIV-1 para diagnóstico precoz infantil y 
CV. También informamos de algunas de las limitaciones actuales del diagnóstico y 
monitoreo del VIH en RDC. Los ensayos Xpert y el uso de DBS pueden mejorar el 
diagnóstico temprano en los bebés expuestos al VIH y la detección temprana de fallo del 
TAR en países con recombinantes complejos de VIH-1 e infraestructuras limitadas, como 
RDC. Nuestros resultados podrían tener un impacto clínico directo en el diagnóstico y 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
Como ya se ha comentado en el apartado de “Variantes genéticas del VIH-1” de la 
Introducción, la variabilidad del VIH-1 puede afectar múltiples áreas, como son la 
transmisión, patogénesis, progresión de la enfermedad42,263,264, la monitorización del 
VIH144,265 o las vías de resistencia266 entre otros. El estudio de las variantes del VIH puede 
permitir una mejor comprensión de la expansión global del virus267–269 identificando 
nuevas variantes, como la reciente descripción del subtipo L17. Los estudios de vigilancia 
de la epidemiología molecular del VIH-1 son importantes a nivel mundial y de interés en 
cualquier entorno. Pero son aún más interesantes en un área con una alta diversidad 
viral, origen de la pandemia de VIH-1, donde el virus ha estado circulando durante más 
tiempo y podrían surgir nuevas variantes más patógenas o transmisibles. Las secuencias 
de VIH-1 más ancestrales se recuperaron en Kinshasa en 1959 (ZR59, cerca del nodo 
ancestral de los subtipos B y D)270, 1960 (DRC60, subtipo A)223 y 1966, (DRC66, subtipo 
C)271. El subtipo B también surgió en Kinshasa y se introdujo en Haití alrededor de 1966 
por la migración humana, expandiéndose posteriormente a otras regiones, como los 
Estados Unidos de América, Europa, Asia, América Latina y Australia268. 
En consecuencia, Kinshasa es uno de los lugares más relevantes para llevar a cabo 
programas de vigilancia de variantes virales y aumentar el conocimiento de la 
epidemiología molecular y la evolución viral del VIH. En ese contexto, nuestro estudio 
presenta los datos más recientes relacionados con las variantes de VIH-1 circulantes en 
la región viral pol (codificante de las proteínas Pol del VIH-1) en Kinshasa durante el 
periodo 2016-2018, identificando grupos de transmisión y actualizando los datos de 
diversidad genética en el país. Además, presentamos una revisión completa de las 
tendencias de las variantes del VIH-1 durante 43 años (1976-2018) en RDC y Kinshasa. 
Para ello, analizamos todas las secuencias pol del VIH disponibles en LANL y las 
secuencias generadas en este trabajo a partir de niños, adolescentes y adultos 
infectados en seguimiento clínico en dos hospitales de Kinshasa durante 2016-2018. 
Todas las secuencias descargadas de LANL fueron reclasificadas con un nuevo análisis 
filogenético, incluyendo el subtipo L y los nuevos CRF descritos en los últimos años. 





y Kinshasa, en ese periodo de 43 años, considerando el año de muestreo de cada 
secuencia. 
En este estudio se partió de toda la cohorte disponible compuesta por DBS de 340 
pacientes con infección por VIH en seguimiento clínico en los Hospitales Monkole y 
Kalembelembe (Kinshasa, RDC). De ellos 71 (20,9%) eran niños (0-14 años) o 
adolescentes (15-21 años) y 269 (79,1%) adultos (>22 años). Las secuencias obtenidas 
de todos ellos se depositaron en GenBank con los siguientes números de acceso: 
MH920378-MH920435, MN530990-MN531082, y MN998509-MN998523. 
Este estudio se realizó con la colaboración del grupo del Dr. Gabriel Reina, 
responsable del Departamento de Microbiología de la Clínica Universidad de Navarra 
asociado al Instituto de Investigación Sanitaria de Navarra (IdiSNA), y con el grupo del 
Dr. Juan Carlos Galán, responsable del Departamento de Virología del Servicio de 
Microbiología del Hospital Universitario Ramón y Cajal en Madrid. 
 
RESULTADOS 
Actualización de la epidemiología molecular del VIH en RDC 
Obtuvimos 165 (48,5%) secuencias virales pol (115 PR, 139 RT y 115 IN) del VIH-1 de 
los 340 DBS tomados de pacientes infectados por VIH en Kinshasa (RDC) durante 2016-
2018. De ellas, 55 (33,3%) secuencias eran de niños/adolescentes y 110 (66,7%) de 
adultos (Tabla 2.1). La mediana de edad [RIC] en la recogida de muestras para niños y 
adultos fue de 14,4 [RIC, 11,4-16,8] y 43 [34-53,5] años, respectivamente. Alrededor del 
75% de los sujetos del estudio con secuencia pol disponible estaban bajo TAR y 8 de cada 










Tabla 2.1. Principales características de la población infectada por VIH-1 en Kinshasa (RDC) con 
secuencias disponibles (2016-2018). 
 Niños y  
Adolescentes (%) 
Adultos (%) Total (%) 
Pacientes con secuencias pol 55 (33,3) 110 (66,7) 165 (100) 
Mujeres 28 (50,9) 64 (58,2) 92 (55,8) 
Edad a la toma de DBS (años), mediana [RIC] 14,4 [11,4-16,8] 43 [34-53,5] 32,4 [16,2-48,5] 
Exposición al TAR  
ARV naive 0 11 (10) 11 (6,7) 
En TAR 55 (100) 69 (62,7) 124 (75,2) 
Desconocido 0 30 (27,3) 30 (18,2) 
CV > 1000 copias de ARN del VIH-1 (datos conocidos en 55 niños y en 103 adultos) 














Secuencias pol de VIH-1 disponibles 
PR 36 (65,5) 79 (71,8) 115 (69,7) 
RT 49 (89,1) 90 (81,8) 139 (84,2) 
IN 40 (72,7) 75 (68,2) 115 (69,7) 
Combinación de secuencias por regiones    
Solo PR 0 1 (0,9) 1 (0,6) 
Solo RT 5 (9,1) 8 (7,3) 13 (7,9) 
Solo IN 6 (10,9) 19 (17,3) 25 (15,1) 
PR+RT 10 (18,2) 26 (23,6) 36 (21,8) 
RT+IN 8 (14,5) 4 (3,6) 12 (7,3) 
PR+RT+IN 26 (47,3) 52 (47,3) 78 (47,3) 
Variantes del VIH-1 en pol 
Subtipo B 1 (1,8) 0 1 (0,6) 
Subtipos No-B 28 (50,9) 70 (62,4) 98 (59,4) 
CRF 2 (3,6) 19 (17) 21 (12,7) 
URF 22 (40) 17 (14,5) 39 (23,7) 
U 2 (3,6) 4 (3,6) 6 (3,6) 
Leyenda Tabla 2.1. CV, carga viral; RDC, República Democrática del Congo; DBS, dried blood spots o 
muestras de sangre seca; TAR, tratamiento antirretroviral; ARV, antirretroviral; PR, proteasa; RT, 
retrotranscriptasa; IN, integrasa; pol, región codificante pol del VIH-1; CRF, forma recombinante circular; 
URF, forma recombinante única; U, variante desconocida, no relacionada con los subtipos puros, CRF o 
URF. *Copias de ARN del VIH-1 por ml de plasma empleando la técnicas Cobas-CV (Roche) tras corregir 
los valores obtenidos en un círculo del DBS considerando el hematocrito196,197. 
 
En LANL recuperamos 5.672 secuencias pol del grupo M sin ambigüedades, 4.090 de 
ellas asignadas a subtipos puros de VIH-1 (300 A, 2.476 B, 1.133 C, 72 D, 48 F, 45 G, 7 H, 
5 J, 1 K, 3 L) y 1.582 formas recombinantes circulantes CRF_01 a CRF_99. Como se 
esperaba, la mayoría de las secuencias virales (99,4%) de los 165 sujetos se clasificaron 
como variantes no-B del VIH-1 en la región de codificación pol. Entre ellos, el 59,4% eran 
9 subtipos puros no-B, 36,4% formas recombinantes (23,7% URF y 12,7% CRF) y 3,6% 





La variante del VIH-1 más frecuente fue el subtipo A (26,7%), seguida de los subtipos 
G (9,7%) y C (7,3%) (Fig. 2.1 y Fig. Sup. III.1 - Anexo III). Los CRF más prevalentes fueron 
CRF45_cpx (2,4%), CRF02_AG (1,8%) y CRF27_cpx (1,8%) en la cohorte total. 
Curiosamente, identificamos por primera vez la variante CRF47_BF en RDC, infectando 
a una niña de 8 años. Entre las formas recombinantes, los URF representaron el 65% de 
las infecciones en nuestra cohorte de estudio (2016-2018). Los patrones de 
recombinación en pol de las 39 secuencias clasificados como URF se describen en la 
Figura 2.2. Cuando se compararon variantes específicas de VIH-1 entre grupos de edad, 
los adultos presentaron un mayor número de CRF diferentes (11 variantes) que el grupo 
de niños/adolescentes (2 CRF: CRF27_cpx y CRF47_BF). Aunque el grupo de 
niños/adolescentes presentaba menos diversidad, tenía casi 3 veces más infecciones por 
URF que los adultos (40% frente a 14,5%; p<0,05). La tasa de subtipos puros fue similar 
en ambos grupos. 
Identificación de grupos de transmisión entre adultos y niños/adolescentes no 
relacionados epidemiológicamente 
Entre las 165 secuencias pol de Kinshasa identificamos 4 grupos de transmisión 
independientes (Tabla 2.2 y Fig. Sup. III.2-5 - Anexo III) respaldados por un 100% de 
bootstrap. Tres de estos grupos de transmisión presentan transmisión reciente 
(distancia genética inferior a 0,01): grupo 1, grupo 3 y grupo 4. Los individuos infectados 
de los grupos 1, 2 y 3 portaban secuencias pol de subtipo A, aunque no estaban adscritos 
a subtipos A o CRF caracterizados previamente. Aparecieron en 3 ramas diferentes en 
árboles PhyML después de haber incluido como referencia todas las secuencias LANL 
atribuidas al subtipo A y sus sub-subtipos que circulan en RDC desde 1976 (Fig. Sup. III.2-
4, Anexo III). Los sujetos del grupo 4 albergaban virus de subtipo H, agrupados aparte 




















Leyenda Figura 2.1. Porcentajes calculados considerando las nuevas secuencias pol del VIH-1 generadas a partir de los DBS de los 165 pacientes infectados por VIH-1 en 
Kinshasa durante 2016-2018. 
 Ratio de formas recombinantes 
Variantes 
En la cohort 
total 
Entre recombinantes 
URF 23,6% 65,0% 
CRF45_cpx 2,4% 6,6% 
CRF02_AG 1,8% 5,0% 
CRF27_cpx 1,8% 5,0% 
CRF01_AE 1,2% 3,3% 
CRF13_cpx 1,2% 3,3% 
CRF25_cpx 1,2% 3,3% 
CRF05_DF 0,6% 1,7% 
CRF09_cpx 0,6% 1,7% 
CRF18_cpx 0,6% 1,7% 
CRF26_A5U 0,6% 1,7% 
CRF47_BF 0,6% 1,7% 














































Figura 2.2. Estructura de recombinación de las secuencias pol disponibles clasificadas como 




PROTEASA RETROTRANCRIPTASA   INTEGRASA 
16.CUN13 URF_AU         
16.CUN20 URF_AU         
16.CUN43 URF_AU         
16.CUN49 URF_AU         
16.RDC_P44 URF_AU         
16.CUN64 URF_AU         
18.RDC_P99 URF_AU         
18.CUN374 URF_AU         
16.CUN32 URF_AU      
16.RDC_P13 URF_A1U       
18.CUN291 URF_A1A          
16.CUN102 URF_AC           
18.RDC_P84 URF_A01AE 01AE      
17.CUN123 URF_AH          
16.CUN6 URF_AK          
16.RDC_P5 URF_AG           
17.CUN122 URF_AG         
16.CUN5 URF_AB          
18.RDC_P91 URF_BD           
18.RDC_P95 URF_ABG           
18.RDC_P96 URF_BG           
18.RDC_P98 URF_BG           
18.RDC_P76 URF_BG           
18.RDC_P100 URF_AB          
16.RDC_P7 URF_BG         
16.RDC_P10 URF_ABG            
17.CUN121 URF_BA          
18.RDC_P83 URF_BG        
18.RDC_P89 URF_BG        
16.CUN17 URF_CU          
16.CUN23 URF_AC         
18.RDC_P73 URF_DG        
16.RDC_N37 URF_DF1          
18.RDC_P71 URF_GU       
18.RDC_P86 URF_GU         
16.CUN83 URF_A1G           
18.RDC_P79 URF_AF1G           
16.RDC_P3 URF_HG           
17.RDC_P11 URF_JU            
 
Subtipo A A1 B C D F1 G H J K U Secuencia no disponible 
Leyenda Figura 2.2. Esta figura representa una estructura URF simplificada. En negrita, son los virus 







La Tabla 2.2 muestra los datos epidemiológicos recopilados de los informes clínicos 
de cada paciente. Todos los grupos incluían 2 sujetos, excepto el grupo 1, que incluía 
una mujer de 34,7 años, un niño de 6,2 años y un adolescente de 14,3 años sin relación 
epidemiológica informada (Fig. Sup. III.2 - Anexo III). Los grupos 2 y 3 incluyeron dos 
adultos y el grupo 4 dos niños. 
 Tabla 2.2. Identificación de grupos de transmisión en la cohorte de Kinshasa (2016-2018). 
Grupo 



















16.RDC_P33 adolescente 14,3 M 
A* 1270 100% 0,02*** 
Fig. Sup. 
III.2 
18.RDC_P64 niño 6,2 M 
18.CUN288 adulto 34,7 F 
2 
16.CUN24 adulto 57,7 F 
A* 1279 100% 0,05 
Fig. Sup 
III.3 16.CUN82 adulto 62,3 M 
3 
16.CUN28 adulto 50,6 F 
A* 649 100% 0,003 
Fig. Sup 
III.4 16.CUN32 adulto 37,6 F 
4 
16.RDC_P3 niño 10,2 M 
H 1269 100% 0,005 
Fig. Sup 
II.5 17.RDC_P49 niño 9,7 F 
Leyenda Tabla 2.2. nts, nucleótidos; Fig. Sup., figura suplementaria (ver Anexo III); M, masculino; F, 
femenino. *secuencias del subtipo A agrupadas en un cluster diferente a cualquiera de los sub-subtipos 
A o CRF que incluyen A previamente caracterizados en la región de codificación pol recuperada de 
pacientes en RDC con secuencias disponibles en LANL; **consideramos transmisión reciente cuando la 
distancia genética era inferior a 0,01. ***distancia genética <0,01 comparando P64 y CUN288. 
 
Identificación de una red de recombinación con fragmentos recombinantes 
comunes en virus de niños y adolescentes de Kinshasa 
En las 165 nuevas secuencias (2016-2018), encontramos una red de recombinación 
en la que están implicados 17 virus que comparten un fragmento pol y que incluye dos 
grupos diferentes (RecG y RecB) (Tabla 2.3 y Fig. Sup. III.6 - Anexo III). Curiosamente, 
todos los virus involucrados fueron recolectados de pacientes pediátricos sin vinculación 
epidemiológica entre ellos, según los informes clínicos. El grupo RecB incluía virus que 
compartían un fragmento de 599nt en RT (posiciones 2935-3534 en HXB2) asignado al 
subtipo B, en 8 pacientes de entre 9 y 18 años. El grupo RecG incluyó virus de 9 
adolescentes de 10 a 19 años que compartían un fragmento en IN (posiciones 4390-
5005 en HXB2) de 615nt asignados al subtipo G (Tabla 2.3). Es de destacar que una 
secuencia pol de una adolescente de 19 años (18.RDC_P83) compartió fragmentos de 
ambos grupos (Fig. Sup. III.6 - Anexo III). Los virus progenitores comunes para los grupos 
RecG y RecB que usan árboles PhyML no se encontraron en las 2.802 secuencias de LANL 





de la proteasa que involucra virus de 2 adultos (subtipo A, CUN131 y subtipo H, 
CUN127), lo que lleva a que el virus URF_A infecte a CUN 123 (Fig. Sup. III.7 - Anexo III). 
Tabla 2.3. Descripción de la red de recombinación encontrada entre las 165 variantes del VIH 
circulantes en Kinshasa durante 2016-2018. 
 
Subtipo A B D G H U Secuencia no disponible 
Leyenda Tabla 2.3. RecB, red de recombinación que comparte un fragmento del subtipo B de 599nts 
en RT; RecG, red de recombinación que comparte un fragmento del subtipo G de 615nts en IN; M, 
masculino; F, femenino; frag., fragmento. Fragmento pol analizado (numeración de acuerdo a HXB2): 1, 
posiciones 2253-2934 (proteasa, PR); 2, posiciones 2935-3534 (retrotranscriptasa, RT); 3, posiciones 3704-
4389 (RNasa H); 4, posiciones 4390-5005 (integrasa, IN). 
 
Reclasificación de variantes del VIH-1 de LANL que circulan en RDC desde 1976 
Para aumentar el número de secuencias pol de RDC, descargamos todas las 2.802 
secuencias pol disponibles en LANL de pacientes procedentes de este país, que se habían 
recopilado desde 1976 hasta 2012 (última secuencia disponible), principalmente 
(99,9%) de adultos (Fig. 2.3). Como han aparecido nuevas variantes del VIH-1 en los 
últimos años (nuevo subtipo L y muchos nuevos CRF), reclasificamos los 2.641 subtipos 
puros y CRF, excluyendo 161 URF. Para ello realizamos el mismo análisis PhyML 
empleando las mismas secuencias de referencia establecidas que hicimos para 
identificar la variante en nuestras 165 secuencias de 2016-2018.  














Región PR RT IN 
Frag. 1 2  3 4 
2253 2934 3534 3704 4389 5005 
RecB 
 
RDC_P91 12,8 M 2018 positivo URF_BD       
RDC_P96 17,5 F 2018 positivo URF_BG       
RDC_P95 11,1 M 2018 positivo URF_ABG       
RDC_P98 18,6 F 2018 positivo URF_BG       
RDC_P76 9,4 F 2018 positivo URF_BG       
RDC_P100 17,2 F 2018 positivo URF_AB       
RDC_P89 14,7 F 2018 negativo URF_BG       
RecB-G RDC_P83 17,1 F 2018 desconocido URF_BG       
RecG 
RDC_P73 19,1 F 2018 negativo URF_DG       
RDC_P71 14,8 F 2018 negativo URF_GU       
RDC_P5 11,6 F 2016 positivo URF_AG       
RDC_P7 16,1 F 2016 desconocido URF_BG       
RDC_P10 11,6 F 2016 positivo URF_ABG       
RDC_P50 11,7 F 2017 desconocido G       
RDC_P35 11,4 M 2016 positivo G       
RDC_P3 10,2 M 2016 desconocido URF_HG       





Nuestra nueva reclasificación encontró algunas discrepancias en la clasificación de la 
variante del VIH-1 en 8,8% de las secuencias de RDC de 1976-2012 (198 subtipo A1 y 34 
U), que probablemente se habían clasificado erróneamente debido al menor número de 
secuencias de referencia disponibles anteriormente y a la ausencia de los nuevos 
subtipos y CRF cuando fueron clasificados. El nuevo análisis de PhyML reveló que 198 
(32,9%) de las 602 secuencias designadas originalmente como subtipo A1 en LANL eran, 
en realidad, otras variantes de VIH-1. Así, 101 de ellas eran subtipo A (51%), 88 
CRF02_AG (44,4%), 3 CRF11_cpx (1,5%), 3 CRF25_cpx (1,5%), 1 subtipo A6 (0,5%), 1 
subtipo F1 (0,5%) y 1 U (0,5%). Entre las 34 (26,6%) secuencias de 128 U LANL de RDC, 
12 resultaron ser subtipo A (35,3%), 4 subtipo F1 (11,8%), 3 subtipo A4 (8,8%), 3 sub-
subtipo A5 (8,8%), 3 subtipo D (8,8%), 3 CRF18_cpx (8,8%), 2 subtipo K (5,9%), 1 
CRF02_AG (2,9%), 1 subtipo G (2,9%), 1 subtipo H (2,9%) y 1 (0,5%) subtipo L. Por lo 
tanto, un tercio (32,9%) del subtipo A1 y una cuarta parte (26,6%) de las secuencias de 
RDC previamente clasificadas como U en LANL habían sido clasificadas erróneamente. 
Cambios en la epidemiología molecular del VIH-1 en RDC (1976-2018) y en Kinshasa 
(1983-2018) 
Para analizar la evolución de la epidemiología molecular del VIH-1 a lo largo del 
tiempo en RDC, comparamos las variantes actuales del VIH-1 en pol que circulan en 
Kinshasa (2016-2018) con las 2.588 secuencias de pol reportadas previamente en el país 
que tenían el año de muestreo conocido (1976-2012) y que habían sido reclasificadas en 
este estudio. A nivel mundial, se observó una reducción significativa (p<0,05) en el 
porcentaje de subtipos puros y un aumento simultáneo de los URF (p<0,05), después de 
comparar ambos periodos, mientras que la proporción de CRF se mantuvo similar en 
ambos conjuntos de secuencias (Fig. 2.3A-B). La Figura 2.3C muestra la evolución de los 
subtipos puros y las formas recombinantes en RDC a lo largo de la epidemia hasta el 
2018. 
La distribución de las variantes del VIH-1 cambia mucho entre provincias y no sería 
correcto comparar la diversidad en Kinshasa con la de todo el país. Por ello, realizamos 
un nuevo análisis utilizando todas las secuencias pol disponibles depositadas en LANL de 
muestras recogidas en Kinshasa, tras identificar sus números de acceso en los artículos 
correspondientes, recuperando 181 secuencias pol de diferentes sujetos. Así pudimos 





a las 181 muestras recolectadas exclusivamente en la ciudad durante 1983-2008 (94,5% 
de ellas muestreadas durante 2007-2008) vs. las encontradas en las nuevas 165 
secuencias pol de este estudio recolectadas durante 2016-2018 en Kinshasa.  
Observamos que durante 2016-2018 hubo un aumento significativo en el subtipo A 
(10,5% vs. 26,7%, p<0,05) y el sub-subtipo F1 (0% vs. 4,8%, p<0,05), y una reducción 
significativa en el subtipo A1 (11% vs. 0%, p<0,05) y subtipo D (7,7% vs. 2,4%, p<0,05) en 
comparación con las variantes de Kinshasa que circulaban de 1983 a 2008. Sin embargo, 
la proporción de CRF se mantuvo similar en ambos conjuntos de secuencias (12,1 vs. 
13,2%, respectivamente). Además, detectamos la variante CRF47_BF por primera vez en 
el país y en la ciudad. Los URF tendieron a disminuir con el tiempo (31% frente a 23,6%), 
el resto de variantes permanecieron estables (Fig. 2.3D). 
 Figura 2.3. Comparación de las variantes del VIH-1 en la cohorte del estudio (2016-2018) 
frente a las secuencias LANL de RDC (1976-2012) y Kinshasa (1983-2008). 
 
 Secuencias de RDC en LANL (1976-2012)  Población de estudio Kinshasa (2016-2018) 
  
LANL Cohorte de estudio p-valor 
Lugar RDC Kinshasa (RDC)  
Año de las secuencias  1976-2012 2016-2018 - 
Número de secuencias (%)  
 
 
Total 2.802 (100) 165 (100) - 
Adultos 2.800 (99,9) 110 (66,7) <0,05 
Niños/adolescentes 2 (0,1) 55 (33,3) <0,05 
Variantes del VIH-1 (PhyML)    
Subtipos puros 2.198 (78,4) 99 (66,1) <0,05 
CRFs 333 (11,9) 21 (12,7) ns 



































































































































Nº de secuencias pol de RDC 
 1983-1994 1996-1998 1999-2001 2002-2004 2005-2007 2008-2012 2016-2018 
Subtipos 
puros 
292 336 346 661 212 351 99 
CRF 59 79 54 86 11 49 21 
URF 17 41 15 47 26 13 39 
U 8 23 13 40 9 2 6 
Total 376 479 428 834 258 415 165 
  
Leyenda Figura 2.3. A. Comparación de las variantes del VIH-1 en la cohorte del estudio de Kinshasa (2016-
2018) frente a las secuencias de RDC disponibles en LANL (1976-2012). B. Comparación de datos entre la 
cohorte de estudio y LANL. C. Evolución de los subtipos puros y formas recombinantes en RDC por 
periodos de tiempo durante 1983-2018. El panel C excluye las secuencias pol de RDC muestreada durante 
1977-1982, 1986, 1995, 2009, 2010, 2013-2015, debido a su ausencia en la base de datos LANL. 
Agrupamos todas las secuencias tomadas durante 1983-1994 como un "periodo temprano" para evitar 
posibles sesgos debido al número no representativo de secuencias pol de cada año dentro de ese periodo. 
Los paneles B y C excluyen 214 secuencias LANL de RDC con un tiempo de muestreo desconocido 
recopilado antes de 2012. D. Comparación de la distribución de variantes de VIH-1 que circulaba en 
Kinshasa durante 1983-2008 vs. 2016-2018. Para el análisis, utilizamos las 181 secuencias pol con el 



































































































































vs. las nuevas 165 secuencias pol recolectadas durante 2016-2018 de este estudio. cpx, complejo; CRF, 
forma recombinante circulante; URF, forma recombinante única. *, p-valor <0,05.  
 
Diferencias en la diversidad genética entre conjuntos de secuencias pol de RDC 
La diversidad genética global en las 2.802 secuencias pol de LANL (1976-2012) vs. 
nuestro conjunto de 165 secuencias pol (2016-2018) reportó valores similares (0,90 vs. 
0,91) (Tabla 2.4). Sin embargo, considerando las variantes específicas del VIH-1, el 
conjunto LANL presentó una mayor diversidad genética en subtipos puros (0,84 vs. 
0,76), mientras que la diversidad de los CRF fue mayor desde 2016 (0,78 vs. 0,89). 
Cuando la diversidad genética se comparó en las secuencias más recientes según el 
grupo de edad, fue mayor en niños/adolescentes que en adultos (0,92 vs. 0,88), 
principalmente en las variantes URF (0,93 vs. 0,80), mientras que en los CRF la diversidad 
fue mayor en adultos que en el grupo de niños/adolescentes (0,88 vs. 0,50) (Tabla 2.4).  
Tabla 2.4. Diversidad genética por grupos de estudio en secuencias pol del VIH-1 de RDC. 
 LANL RDC  
1976-2012 
Cohorte de estudio Kinshasa 2016-2018 





































Leyenda Tabla 2.4. CRF, formas recombinantes circulantes; URF, formas recombinantes únicas; n, 
número de secuencias pol; LANL, base de datos de secuencia de VIH de Los Álamos. 
 
La Figura 2.4 muestra la alta diversidad genética a lo largo del tiempo en las 
secuencias pol muestreadas en RDC desde 1976 (año de la primera secuencia pol 





Figura 2.4. Tendencias temporales de la diversidad genética a lo largo de los años en las 
secuencias pol del VIH-1 de RDC. 
 
Leyenda Figura 2.4. Barras en azul, secuencias pol disponibles de RDC con año de muestreo conocido. 
La base de datos LANL no incluía secuencias pol de RDC muestreada durante 1977-1982, 1986, 1995, 2009, 
2010 y 2013-2015. 
 
DISCUSIÓN 
Como ya se ha comentado, RDC es el país donde se originó la pandemia del VIH-1, 
siendo su capital Kinshasa el epicentro para la selección y propagación de muchas 
variantes del VIH-1 a los países vecinos272. Como consecuencia de la alta 
heterogenicidad genética del VIH-1 (probablemente la tasa de diversidad más alta del 
mundo), las reconstrucciones filogenéticas precisas no han sido fáciles de interpretar en 
este país273. Por esta razón, nuestro primer enfoque fue volver a analizar las secuencias 
de todas las variantes del VIH-1 disponibles depositadas en LANL de RDC. De acuerdo 
con la nueva clasificación de variantes del VIH-1 y programas filogenéticos utilizados en 
este trabajo observamos que un 8,8% de secuencias estaban previamente mal 
clasificadas en LANL. 
Los patrones geográficos globales en la distribución de variantes del VIH-1 están 
cambiando con el tiempo debido a varios factores, como los movimientos de población 
o las redes de transmisión densas. Estos factores están contribuyendo a una pandemia 
de VIH-1 impredecible274,275. En consecuencia, es necesaria una vigilancia 
epidemiológica molecular continua y precisa para aumentar nuestro conocimiento 
sobre la evolución de la epidemia de VIH-1, especialmente en aquellas áreas geográficas 












































































































































































1276,277, como ocurre en RDC. En estos entornos, la selección de nuevas formas 
recombinantes es más fácil y la evolución viral podría ser más rápida que en aquellas 
regiones con baja diversidad de VIH-120. 
Debido a la falta de datos actualizados sobre la epidemiología molecular del VIH en 
RDC, presentamos la información de 165 secuencias de pol obtenidas en poblaciones 
adultas y pediátricas, que representan los datos más recientes sobre los subtipos 
circulantes de VIH-1 y las formas recombinantes en Kinshasa en el periodo 2016-2018. 
También comparamos las tendencias temporales de las variantes del VIH-1 en RDC 
durante un periodo de 43 años, empleando secuencias disponibles en 28 publicaciones 
que estaban depositadas en LANL17,30,89,223–229,272,273,278–293. En la Tabla Suplementaria 
III.1 - Anexo III se muestra el año de muestreo, el tipo de muestra, la población de 
estudio, el número de secuencias analizadas, las regiones de codificación, el método de 
subtipaje y la disposición de las secuencias en bases de datos en cada uno de los 28 
estudios con caracterización de variantes del VIH-1 en RDC. Dado que el VIH es propenso 
a la recombinación durante la retrotranscripción, se esperan altos niveles de formas 
recombinantes después de coinfecciones o superinfecciones, especialmente en lugares 
con alta diversidad viral, como en RDC226,229. En este escenario, el VIH-1 puede acelerar 
su adaptación al huésped, favoreciendo variantes emergentes con patogenicidad 
desconocida271. 
Estudios previos también han informado de una distribución geográfica heterogénea 
de las variantes del grupo M entre las regiones de RDC294. Sin embargo, las tasas de 
recombinación del VIH en nuestro estudio y previamente reportadas en el país podrían 
subestimarse ya que la mayoría de ellas se clasificaron mediante el uso de secuencias 
genómicas parciales y cortas (Tabla Sup. III.1 - Anexo III) y no genomas completos. Por 
lo tanto, la tasa de recombinantes en RDC podría ser aún mayor si se evalúan más 
regiones virales. Aunque el impacto biológico y clínico aún no se ha aclarado, cada vez 
hay más pruebas de que la recombinación ha desempeñado un papel importante en la 
historia de la pandemia del VIH-1 y en la evolución viral295. En nuestro estudio hemos 
identificado por primera vez la variante CRF47_BF en África y RDC, una forma 
recombinante descrita por primera vez en España296, sugiriendo una posible 





Este estudio confirmó que el subtipo A es el subtipo más frecuente, ya que ha 
mantenido una alta tasa de infecciones en RDC durante las últimas tres décadas297. Esto 
explica la alta tasa de URF formados por fragmentos del subtipo A que circulan en 
Kinshasa. Esta ciudad se ha propuesto como el origen de los subtipos A, G y F1272, que 
son las variantes comunes de VIH-1 encontradas en nuestra serie. También en Kinshasa 
surgió el subtipo D, asociado a una progresión más rápida de la enfermedad42, pero su 
prevalencia disminuyó en la ciudad durante 2016-2018 en comparación con años 
anteriores. Por otro lado, aunque se informó de un aumento significativo del subtipo C 
entre 1997 y 2002 en Kinshasa284, en otros países cercanos a RDC298 y en todo el 
mundo264, nuestros resultados revelaron una prevalencia similar de esta variante en 
Kinshasa tras comparar los dos periodos de tiempo de este estudio (1983-2008 y 2016-
2018). Se desconocen los motivos de estos hallazgos. 
También encontramos que casi 4 de cada 10 variantes que circulan en Kinshasa 
durante ambos periodos llevaban secuencias recombinantes en pol. Así, cuando se 
analizaron las diversidades de CRF y URF según la edad de los pacientes, la diversidad de 
CRF en pol fue mayor en adultos y la diversidad de URF fue mayor en niños/adolescentes 
en el último periodo. Las tendencias de la diversidad genética del VIH-1 deberían 
explorarse más en los próximos años, incluyendo también otros genes del VIH-1. Las 
altas discrepancias en las secuencias del subtipo A y U pol de RDC depositadas en LANL 
y nuestro re-análisis, revelan la necesidad de revisar y reclasificar por filogenia los datos 
de epidemiología molecular publicados en el país con secuencias de referencia 
actualizadas y las nuevas variantes de VIH-1 descritas en los últimos años. 
Los enfoques filogenéticos y el análisis basado en la distancia genética entre 
secuencias virales representan la estrategia más común para identificar redes de 
transmisión recientes299. Ello podría ser útil para identificar otras personas infectadas y 
no infectadas por VIH con mayor riesgo de transmisión, que podrían beneficiarse de las 
intervenciones de prevención del VIH300. Algunos informes han demostrado que los 
umbrales de distancia genética de entre 0,01 y 0,02 sustituciones por sitio se han 
asociado más fuertemente con probables compañeros de transmisión que las 
conexiones epidemiológicas tradicionales203,301, y que una distancia de 0,015 podría 





Nuestro estudio identificó que 3 de las 4 redes de transmisión eran recientes (umbrales 
de distancia genética 0,01-0,02). 
Por otro lado, implementamos una estrategia basada en la trazabilidad de 
fragmentos genéticos, para conocer la relación potencial entre las personas infectadas 
(Fig. Sup. III.6 - Anexo III). Esta estrategia de "red de recombinación", nos permitió 
identificar una red densa y  nos proporcionó una visión más completa de las relaciones 
entre virus de nuestra cohorte de estudio. La red de recombinación encontrada, que 
involucra secuencias de pol de 17 niños y adolescentes sin vínculo epidemiológico, 
confirmó el importante papel de la recombinación en una pandemia de VIH y la 
importancia de la identificación de virus ancestros comunes para comprender el origen 
y la propagación de la recombinación. Los niños están sobrerrepresentados en esta red, 
por lo que sospechamos que esta red podría ser aún más densa. 
Este estudio tiene algunas limitaciones que deben considerarse. En primer lugar, se 
recogieron muestras de 2016-2018 en dos hospitales de referencia en Kinshasa, lo que 
no garantiza que la población sea completamente representativa de la población total 
infectada y, menos aún,  a nivel de todo el país294. Sin embargo, la inclusión de todas las 
secuencias pol de LANL recopiladas en el país y en la ciudad durante más de 4 décadas 
proporciona una buena visión general de la gran diversidad del VIH-1 en RDC. Una 
segunda limitación sería la longitud de las secuencias pol recuperadas, que además 
diferían entre las muestras analizadas, lo que complica el análisis bioinformático. Otra 
limitación es que algunos estudios previos en RDC no subieron sus secuencias a las bases 
de datos del VIH y no estaban disponibles en LANL (Tabla Sup. III.1 - Anexo III). Por lo 
tanto, estas variantes de VIH-1 no pudieron ser reevaluadas mediante un nuevo análisis 
PhyML e incluirse en el análisis temporal de las variantes de VIH-1. Por ello, destacamos 
la necesidad de proporcionar el número de acceso de las secuencias de todos los 
estudios de epidemiología del VIH del mundo, antes de la publicación de los artículos, y 
la inclusión del año de muestreo en todas las secuencias enviadas.  
En las secuencias de RDC disponibles en LANL, el año de muestreo estaba ausente en 
214 (8%) de las secuencias pol. La falta de pruebas de resistencia en la rutina durante el 
seguimiento clínico de sujetos infectados por VIH en RDC limita la disponibilidad de 





los sujetos involucrados en los análisis no permite comprender totalmente el origen de 
un grupo de transmisión o recombinación. Finalmente, no fuimos capaces de amplificar 
pol en el 51,5% de los DBS, por lo que no pudimos obtener ninguna secuencia viral de 
esas muestras. Esto se debió, posiblemente, a la baja carga viral (40-1000 copias de ARN 
del VIH-1/círculo del DBS) observada en más de la mitad de las muestras y al bajo 
volumen de plasma en los 2 círculos de DBS utilizados para extracción de ARN, lo que 
limita la capacidad de obtener amplificaciones positivas de PCR del VIH en estas 
muestras. Además, podría ocurrir que alguna de las muestras, que no se pudieron 
amplificar, tuviera mutaciones en las regiones virales de unión a los cebadores 
empleados en las PCR realizadas debido a la alta variabilidad genética del virus. Ello no 
sería improbable si tenemos en cuenta la gran frecuencia de recombinantes únicos con 
estructura genética compleja encontrados en este país. Por tanto, no podemos 
descartar que los cebadores universales diseñados por la OMS para las amplificaciones 
realizadas en este estudio pudieran tener limitaciones a la hora de amplificar algunas 
nuevas variantes que actualmente circulan en RDC. 
Dado que ninguna de las secuencias descargadas de LANL se muestreó después de 
2012, se puede considerar que nuestro conjunto de secuencias de RDC es el más 
reciente publicado hasta la fecha y el más alto en número de secuencias pol analizadas 
de Kinshasa. Nuestro estudio refuerza el uso de sangre seca como un tipo de muestra 
útil y alternativa a la sangre entera o plasma en estudios de vigilancia epidemiológica 
molecular del VIH en países en desarrollo o entornos con limitaciones en cuanto a la 
recolección, almacenamiento, transporte de sangre o cuando hay bajo volumen 
disponible85. Solo 3 de los 28 estudios de epidemiología molecular en RDC30,89,292 habían 
usado DBS para la caracterización de la variante del VIH-1 (Tabla Sup. III.1 - Anexo III). 
Aunque dos estudios anteriores publicaron el genoma completo del VIH-1 de un bebé279 
de 12 meses infectado verticalmente y las secuencias de los virus que infectaron a 15 
niños en Kimpese, RDC278, nuestro estudio presenta los datos más extensos sobre niños 
infectados por VIH y adolescentes en el país. La alta diversidad genética observada en 
RDC también representa un verdadero desafío para el futuro desarrollo de vacunas, la 





En conclusión, en este estudio informamos de los datos más recientes de las variantes 
de VIH-1 que circulan en Kinshasa, el origen geográfico de la pandemia, y 
proporcionamos una información única y actualizada sobre las tendencias temporales 
de los subtipos del VIH-1, CRF y URF en RDC durante un periodo de 43 años (1976-2018) 
y en Kinshasa de 1983-2018, después de la reclasificación de las secuencias LANL 
disponibles utilizando el análisis filogenético. Los datos proporcionados aumentan y 
actualizan el conocimiento de la epidemiología molecular del VIH en RDC. Se detectaron 
grupos de transmisión activos, y una nueva estrategia que nos ofrece una visión más 
completa de las redes de transmisión. Es preocupante que se haya observado una 
sobrerrepresentación de niños en la red de recombinación. La vigilancia molecular 
continua será esencial para determinar y rastrear formas recombinantes únicas raras o 
cepas emergentes de VIH en el país. 
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Los altos niveles de 
resistencia a los ARV 
comprometen el control 
del VIH en población 
pediátrica y adolescente 






JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
En los últimos años, el aumento y generalización del TAR frente al VIH ha tenido un 
gran impacto en la calidad de vida de los pacientes, ha evitado muertes relacionadas con 
el sida, previniendo nuevas infecciones y ahorrando costes derivados de las 
complicaciones que puede presentar la infección si no se controla303. Sin embargo, a 
pesar de los avances significativos en la prevención y el tratamiento del VIH, algunos 
países continúan experimentando problemas en la prestación de servicios de TAR. Ello 
incluye la falta de medicamentos, el acceso limitado o inexistente de la cuantificación 
de la CV y la adherencia inadecuada al TAR, que facilitan la aparición y transmisión de 
mutaciones resistencias (MDR) a los ARV frente al VIH304. A medida que continúan los 
esfuerzos y más personas reciben ARV para el tratamiento o la prevención del VIH, es 
probable que haya un aumento en los niveles de MDR. Ello puede provocar una 
propagación de virus resistentes que comprometan los avances logrados en la lucha 
contra el VIH142 y los objetivos 95-95-95 de ONUSIDA en varios países para el 2030, 
principalmente en aquellos lugares donde no hay un seguimiento de la CV ni de las 
MDR305. En esos entornos los pacientes pueden pasar meses, o incluso años, en fallo 
virológico, lo que favorece la acumulación de MDR y una mayor tasa de morbilidad y 
mortalidad306–309. Por todo esto, el Programa Conjunto de ONUSIDA y la OMS refuerza 
la importancia de la vigilancia de MDR para controlar la epidemia del VIH142,310,311, 
principalmente en poblaciones clave como los neonatos y adolescentes. Los niños y 
adolescentes son muy vulnerables a la infección por VIH, principalmente aquellos que 
viven en entornos con alta prevalencia de VIH312. La OMS estima que una séptima parte 
de las nuevas infecciones por VIH ocurren durante la adolescencia313.  
Por todas estas razones, el objetivo de este estudio fue analizar la prevalencia de 
MDR y su impacto terapéutico en 34 niños y 37 adolescentes infectados por VIH y en 
seguimiento clínico en Kinshasa, RDC. Resulta importante conocer la situación actual de 
la población pediátrica y adolescente en RDC, al ser pacientes con un tratamiento de por 
vida con más años bajo TAR que los adultos.  
Las secuencias correspondientes a estos pacientes tienen los siguientes números de 
acceso en GenBank: MH920378-MH920389, MN530990-MN530996, MN531052-





Población de estudio 
Para este estudio se emplearon muestras de DBS tomadas entre 2016 y 2018 de 71 
pacientes seropositivos (34 niños, 37 adolescentes) en seguimiento en unidades 
pediátricas del VIH de los hospitales Monkole y Kalembelembe. Las secuencias de VIH-1 
se pudieron obtener de 55 (77,5%) pacientes en, al menos, una región del genotipo de 
pol para el análisis de las MDR. Estas 55 muestras mostraron una CV media de 11.824 
cp/ml [RIC: 2.950-59.578] (Tabla 3.1).  
La Tabla 3.1 describe las características principales de la población de estudio. La 
mediana de la edad en el momento del diagnóstico/primer TAR de los 55 sujetos con 
secuencia fue de 6 [RIC: 2-12]/7 [RIC: 3,5-12] años. La mediana de la edad a fecha de 
inscripción al estudio fue de 14 [RIC: 11-16] años. Todos estaban bajo TAR en el 
momento del muestreo y habían recibido ITIAN e ITINAN. Un 9,1% de ellos tenía 
experiencia a IP y solo un paciente (1,8%) recibió INI. A pesar de estar bajo TAR una 
media de 6 [RIC: 1-8,5] años, el 89,1% de los pacientes presentaron viremias superiores 
a 1.000 cp/ml en el muestreo, lo que sugería que esos pacientes estaban en fallo 
virológico, ya que todos ellos estaban en TAR. 
Los 55 participantes con secuencia viral disponible estaban bajo el primer (34,5%), 
segundo (30,9%) o tercer (23,6%) régimen de TAR en el momento de muestreo. Seis 
(10,9%) pacientes habían recibido 4, 5 o 7 regímenes diferentes de ARV. El régimen más 
común fue AZT/3TC con NVP (81,8%) o EFV (16,4%), seguido de TDF/3TC/EFV (63,6%). 
Todos los sujetos tenían experiencia con 3TC, seguidos de AZT (85,5%), NVP (83,6%), 
TDF (65,5%) y EFV (65,5%). Aunque los niños y adolescentes en estudio habían estado 
expuestos al TAR durante una mediana de 6 años, el número de niños bajo el primer 
régimen ARV fue significativamente mayor que en adolescentes (48,1% vs. 24,4%, p 
<0,05). Los adolescentes presentaron un retraso significativamente mayor en el 
diagnóstico de VIH y en el primer TAR. Además, los adolescentes mostraron una mayor 
exposición a una serie de medicamentos (TDF, D4T, EFV) en comparación con los niños 
(Tabla 3.1).  
Con respecto a las variantes del VIH-1, el 52,8% de los pacientes estaban infectados 





de recombinantes, siendo principalmente URF (40%) y solo 2 CRF. Las variantes 
restantes fueron clasificadas como no clasificables (U) (Tabla 3.1). 
 Tabla 3.1. Características demográficas y virológicas de niños y adolescentes de la cohorte de 








Secuencias totales disponibles 27 (100) 28 (100)  55 (100) 
Mujeres 12 (44,4) 17 (60,7)  29 (52,7) 
Edad, mediana (años) 
Al diagnóstico en RDC [RIC] 4 [1-8] 10,5 [5,3-13] ** 6 [2-12] 
En la primera experiencia al TAR [RIC] 4 [0,8-8] 12 [7-13] ** 7 [3,5-12] 
A toma del DBS [RIC] 11 [9-12] 16 [15-17] ** 14 [11-16] 
Estado VIH de las madres     
VIH+ 12 (44,4) 7 (25)  19 (34,6) 
VIH- 2 (7,4) 5 (17,9)  7 (12,7) 
Desconocido 13 (48,2) 16 (57,1)  29 (52,7) 
Carga viral del VIH-1     
>1.000 cp/ml por Roche-CV 25 (92,6) 24 (85,7)  49 (89,1) 
Exposición a TAR 
TAR 27 (100) 28 (100)  55 (100) 
Mediana de tiempo en TAR [RIC] 6 [1-8] 6 [1,3-10]  6 [1-8,5] 
Tiempo medio de exposición a ARV (años)    
                                A ITIAN 5,2 (0-12,2) 6,2 (0-13,3)  5,8 (0-13,3) 
                                A ITINAN 4,6 (0-11,2) 6,2 (0-13,3)  5,4 (0-13,3) 
A IP 0,9 (0-12,2) 0,26 (0-3,4)  0,6 (0-12,2) 
A INI 0 0,09 (0-2,7)  0,05 (0-2,7) 
Nº de regímenes de TAR diferentes hasta la toma de muestra   
1 13 (48,1) 6 (21,4) * 19 (34,5) 
2 7 (25,9) 10 (35,7)  17 (30,9) 
3 5 (18,5) 8 (28,6)  13 (23,6) 
4 1 (3,7) 1 (3,6)  2 (3,6) 
5 1 (3,7) 2 (7,1)  3 (5,5) 
7 0 1 (3,6)  1 (1,8) 
Experiencia a ITIAN     
3TC 27 (100) 28 (100)  55 (100) 
AZT 21 (77,8) 26 (92,9)  47 (85,5) 
TDF 13 (48,1) 23 (82,1) * 36 (65,5) 
DDI 1 (3,7) 0  1 (1,8) 
ABC 5 (18,5) 2 (7,1)  7 (12,7) 
D4T 0 4 (14,3) * 4 (7,3) 
Experiencia a ITINAN     
NVP 21 (77,8) 25 (89,3)  46 (83,6) 
EFV 13 (48,1) 23 (82,1) * 36 (65,5) 
Experiencia a IP     
LPV/r 3 (11,1) 2 (7,1)  5 (9,1) 
Experiencia a INI     
DTG 0 1 (3,4)  1 (1,8) 
Pacientes VIH+ con secuencias pol disponibles 
PR 18 (66,7) 18 (64,3)  36 (65,5) 




IN 22 (81,5) 18 (64,3)  40 (72,7) 
Variantes del VIH-1     
Subtipos puros no-B 15 (55,6) 14 (50)  29 (52,8) 
CRF 1 (3,7) 1 (3,6)  2 (3,6) 
URF 9 (33,3) 13 (46,4)  22 (40) 
U 2 (7,4) 0  2 (3,6) 
Leyenda Tabla 3.1. Datos de acuerdo a las fichas clínicas. RDC, República Democrática del Congo; DBS, 
dried blood spots o muestras de sangre seca; TAR, tratamiento antirretroviral; ITIAN, inhibidores de la 
retrotranscriptasa análogos de nucleós(t)idos; ITINAN, inhibidores de la retrotranscriptasa no análogos de 
nucleós(t)idos; IP, inhibidores de la proteasa; INI, inhibidores  de la integrasa; RIC; rango intercuartílico; 
CV, carga viral; ARV, fármacos antirretrovirales; 3TC, Lamivudina; AZT, Zidovudina; TDF, Tenofovir; DDI, 
Didanosina; ABC, Abacavir; D4T, Estavudina; NVP, Nevirapina; EFV, Efavirez; LVP/r, Lopinavir/Ritonavir; 
DTG, Dolutegravir; PR, proteasa; RT, retrotranscriptasa; IN, integrasa; CRF, formas recombinantes 
circulantes; URF, formas recombinantes únicas; U, variantes inclasificables.**, p<0,001; *, p<0,05. CV 
cuantificada por Roche Cobas v2.0, límite de cuantificación <20 cp/ml. cp/ml, copias de ARN del VIH-1 por 
mililitro corregido considerando el hematocrito196. 
 
Alta tasa de MDR entre niños y adolescentes con VIH bajo TAR en RDC 
La Figura 3.1 muestra las MDR a los fármacos de las principales familias de ARV 
encontradas en la cohorte de estudio. Entre los 55 niños y adolescentes con secuencias 
pol disponibles, 37 (67,3%) estaban infectados con virus que llevaban MDR principales a 
una (12,7%), dos (47,3%) o tres (5,5%) familias de ARV, sin encontrar diferencias 
significativas entre el grupo de los niños y el de los adolescentes. Solo un tercio (32,7%) 
de la cohorte estudiada no presentó MDR principales a toma de muestra, a pesar de 
tener fracaso virológico (carga viral no suprimida, <1.000 cp/ml) en el 89,1% de ellos. Al 
considerar también las MDR secundarias para IP e INI, encontramos que 38 (69,1%) 
pacientes portaban virus con MDR a una (12,7%), dos (43,6%), tres (10,9%) o cuatro 


















Figura 3.1. Tasa de pacientes infectados por VIH con MDR a las principales familias de ARV en 





































Leyenda Figura 3.1. Prevalencia media de MDR (puntos coloreados) a las familias de ARV. Se indican los 
intervalos de confianza del 95% en la cohorte del estudio con secuencia disponible por edad, que indica 
que el valor poblacional se encuentra en un determinado rango de valores con un 95% de certeza. 
Resistencia única, a una familia de ARV; resistencia doble, triple o cuádruple, a fármacos de 2, 3 o 4 
familias de ARV; MDR a IP son siempre primarias, salvo que se indique lo contrario. MDR a INI son siempre 
secundarias (sec INI). ARV, fármacos antirretrovirales; ITIAN, inhibidores de la retrotranscriptasa análogos 
de nucleós(t)ido; ITINAN, inhibidores de la retrotranscriptasa no análogo de nucleós(t)ido; IP, inhibidores 
de la proteasa; INI, inhibidores de la integrasa. Tasas calculadas considerando las 55 secuencias 




De las 36/49/40 muestras secuenciadas con éxito de PR/RT/IN, las MDR a ITINAN 
estuvieron presentes en un 73,5% [IC 95%, 59,7-83,8] de ellas, MDR a ITIAN en el 61,2% 
[IC 95%, 47,2-73,6], MDR principales a IP en el 8,3% [IC 95%, 2,8-21,8] y MDR secundarias 
a INI en el 15% [IC 95%, 7,1 -29,1]. Las resistencias dobles a ITIAN e ITINAN aparecieron 
en los virus del 44,9% [IC 95%, 31,9-58,7] de los pacientes (Tabla Sup. IV.1 - Anexo IV), 
y todos los que albergaban MDR a ITIAN también contenían MDR a ITINAN. Solo un 
adolescente de 15,5 años de edad con 13,3 años de experiencia a TAR estaba infectado 
con virus que tenía MDR a las 4 familias de ARV, aunque con MDR secundaria a INI. 
La Figura 3.2 y la Tabla Suplementaria IV.2 - Anexo IV muestran las MDR encontradas 
en la población de estudio. Las MDR a ITIAN fueron muy prevalentes, al estar presentes 
en el 61,2% de los pacientes destacando en su RT la M184V (44,9%), K70R/N y T215Y/F 
(14,3% cada una), M41L y L210W (12,2% cada una). Las MDR a ITINAN estaban en el 
73,5% de la cohorte: K103N/H/S (42,9%), Y181C y G190A (24,5% cada una), V108I y 
K101E/H (18,4% cada una) y H221Y y V106I (12,2% cada una) en la RT viral. Los tres 
pacientes con MDR principales a IP llevaban M46I (8,3%) en su PR y dos también tenían 
I54V, y solo uno de ellos tenía experiencia previa a IP. Se encontraron MDR secundarias 
a INI en el 15% de los sujetos con secuencias IN disponibles, siendo el 9,1% niños y el 
22,2% adolescentes. No se observaron diferencias significativas al comparar la tasa de 
infecciones con virus resistentes portadores de MDR primarias en niños (0-14 años) vs. 
adolescentes (15-21 años) del estudio (Tabla Sup. IV.1 - Anexo IV). Es de destacar que 
ninguna de las MDR principales identificadas en la población, fueron polimorfismos 












Figura 3.2. Mutaciones de resistencia en las principales familias de fármacos antirretrovirales 
en la población de estudio. 
  
Leyenda Figura 3.2. MDR, mutaciones de resistencia; ITIAN, inhibidores de la retrotranscriptasa 
análogos de nucleós(t)idos; ITINAN, inhibidores de la retrotranscriptasa no análogo de nucleós(t)ido; IP, 
inhibidores de la proteasa; INI, inhibidores de la integrasa; sec., secundarias. Secuencias disponibles de 
los 55 pacientes del estudio: 38PR, 49RT y 40 IN. No se encontraron MDR a INI primarias en la cohorte de 
estudio. Más información disponible en Tabla Suplementaria IV.2 - Anexo IV. 
 
Las infecciones con virus resistentes se asociaron con el tiempo de exposición a TAR. 
Las MDR para todas las familias de ARV fueron más altas en aquellos pacientes que 
habían recibido TAR durante más de 5 años (Fig. 3.3A). La tasa de niños y adolescentes 
infectados por virus resistentes a ITIAN fue dos veces mayor en aquellos que estuvieron 
bajo TAR durante más de 5 años (OR = 3,75; IC 95% [1,22-11,34], p<0,05) (Fig. 3.3A). 
Como podemos ver en la Figura 3.3B, las infecciones con virus resistentes tendieron a 
aumentar constantemente con el tiempo de exposición al TAR. 
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Figura 3.3. Pacientes VIH infectados portadores de MDR (A) y tendencias (B) según el tiempo 




Leyenda Figura 3.3. MDR, mutaciones de resistencia; TAR, tratamiento antirretroviral; ITIAN, 
inhibidores de la retrotranscriptasa análogos de nucleós(t)idos; ITINAN, inhibidores de la 
retrotranscriptasa no análogos de nucleós(t)idos; IP, inhibidores de la proteasa; INI, inhibidores de la 
integrasa; n, número de pacientes. En 2 de los 55 pacientes el tiempo en TAR se desconocía y no se 

































































Susceptibilidad prevista a los ARV 
La mayoría de los niños y adolescentes con secuencia pol disponible estaban 
infectados con virus susceptibles a IP (88,9%) e INI (87,5%). Se observó un alto nivel de 
resistencia en el 70,8% de los sujetos a NVP, en un 64,6% a EFV, 45,8% a FTC o 3TC, 
37,5% a RPV y menores tasas de resistencia para otros ARV, excepto para INI, que solo 
tenía resistencias secundarias (Fig. 3.4 y Figura Sup. IV.1 - Anexo IV). Al considerar tanto 
el nivel alto o intermedio de resistencia a los ITINAN, la mayoría (72,9% y 70,9%) de los 
pacientes presentaron resistencia alta e intermedia a NVP y EFV, respectivamente, el 
41,7% a RPV, 39,6% a ETR y 33,3% a DOR. Para ITIAN, casi la mitad (47,9%) de los 
pacientes estaban infectados por virus con resistencia alta e intermedia a 3TC y FTC, 
22,9% a AZT, 18,8% a ABC y 14,6% a TDF. Para los IP, estas tasas fueron inferiores al 10%, 
y para INI  ausentes (Figura 3.4 y Figura Sup. IV.1 - Anexo IV). 
Figura 3.4. Predicción de la susceptibilidad a fármacos antirretrovirales según Stanford en 
pacientes con secuencias pol disponibles. 
   
Leyenda Figura 3.4. Predicción de susceptibilidad a ARV en 38PR/49RT/40IN secuencias disponibles de 55 
pacientes en estudio. ITIAN, inhibidores de la retrotranscriptasa análogos de nucleós(t)idos; ITINAN, 
inhibidores de la retrotranscriptasa no análogos de nucleós(t)idos; IP, inhibidores de la proteasa; INI, 
inhibidores de la integrasa; ATV/r, Atazanavir/ritonavir; DRV, Darunavir; FPV, Fosamprenavir; IDV/r, 
Indinavir/ritonavir; LPV/r, Lopinavir/ritonavir; NFV, Nelfinavir; SQV/r, Saquinavir/ritonavir; TPV/r 
Tipranavir/ritonavir; ABC, Abacavir; AZT, Zidovudina; D4T, Estavudina; DDI, Didanosina; FCT, 
Emtricitabina; 3TC, Lamivudina; TDF, Tenofovir; DOR; Doravirina; EFV, Enfavirez; ETR, Etravirina; NVP, 
Nevirapina; RPV, Rilpivirina; BIC, Bictegravir; DGT, Dolutegravir; EVG, Elvitegravir; RAL, Raltegravir. 
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Este capítulo representa la primera caracterización de resistencias a los ARV contra 
el VIH entre niños y adolescentes infectados por VIH en RDC, más concretamente en 
Kinshasa. Todos los estudios previos publicados de RDC aportaban datos de resistencia 
en adultos no tratados228,286,290,291 o adultos tratados290,292 con muestras recolectadas 
desde 2002 a 2014. Sin embargo, nuestro estudio analizó muestras más recientes, ya 
que fueron tomadas durante el periodo 2016-2018. Además, aportamos los primeros 
datos de resistencia a INI en ese país, lo cual es oportuno antes de la esperada 
implementación del dolutegravir (DTG) en RDC. 
En RDC y otros países de África Subsahariana, la monitorización del VIH es limitada, 
debido a un sistema sanitario poco fortalecido. El diagnóstico molecular y las pruebas 
de CV son poco accesibles, y están centralizados principalmente en un único laboratorio 
nacional, o restringidos a algunos hospitales privados específicos. Además, la 
monitorización de resistencias no está disponible de manera rutinaria en el país117. Por 
estas razones, los cambios en el régimen del TAR están determinados por la 
disponibilidad de ARV, a veces restringidos por desabastecimientos314, interacción con 
otros fármacos, toxicidad y efectos secundarios en los pacientes. 
Nuestro estudio en niños y adolescentes de Kinshasa reveló que 7 de cada 10 
participantes con secuencias disponibles tenían MDR, 4 de cada 10 tenían doble 
resistencia a ITIAN+ITINAN y 1 de cada 10 triple resistencia a ITIAN+ITINAN+IP. Es de 
destacar que 7 de cada 10 pacientes con MDR a ITINAN tenían un nivel de resistencia 
intermedio o alto a EFV y NVP, ARV implicados en el TAR de primera línea en RDC. La 
carga de MDR primarias a IP observada en la población pediátrica tratada fue 
sustancialmente mayor que la reportada previamente en adultos tratados con VIH en el 
país228,290,292. Un tercio de los 55 niños y adolescentes con TAR con secuencia disponible 
presentaron viremia no suprimida en ausencia de virus resistentes, lo que sugiere que 
se requiere apoyo de adherencia al TAR en este colectivo pediátrico142. 
Desde 2013, la OMS recomienda el uso de regímenes de TAR basados en IP para 
niños. En 2018 la OMS recomendó formalmente la eliminación de los ITINAN en todos 





77% de los niños a nivel mundial seguían recibiendo NVP en el TAR de primera línea, 
debido al suministro limitado de formulaciones de medicamentos alternativas aptas 
para niños140,142. El DTG, incluido en 2019 en el TAR de primera línea en RDC, 
probablemente mejorará la supresión de la CV, reducirá la mortalidad y la incidencia del 
VIH en comparación con los regímenes basados en EFV142. Sin embargo, es importante 
monitorear su implementación y pronosticar el desarrollo de posibles MDR315. El 
tratamiento con INI sería, por tanto, una buena alternativa a los ITINAN debido a la alta 
presencia de MDR en esta familia de ARV, como observamos en nuestro estudio. 
Además, la ausencia de MDR primarias para INI en la población de estudio (que nunca 
estuvo expuesta a esta familia de medicamentos, excepto en un caso), respaldaría 
firmemente la implementación de un nuevo tratamiento basado en DTG en RDC. Sin 
embargo, la circulación de virus con MDR secundarias a residuos de INI (observado en 
el 15% de los pacientes) podría afectar la susceptibilidad de INI en combinación con 
otras sustituciones136. Aunque un estudio previo sugirió que la presencia de M184I/V o 
K65R (MDR a ITIAN) evitaría las resistencias a DTG316, esta hipótesis debería explorarse 
más a fondo.  
Una limitación de este estudio es que se tomaron muestras en solo 2 hospitales en 
Kinshasa, una cohorte que no sería representativa de la situación a nivel de la ciudad o 
del país. Además, se requieren más análisis para monitorizar la transmisión actual de 
cepas resistentes a los ARV en niños y adolescentes infectados por VIH sin tratamiento 
previo en RDC. El tamaño de la muestra de estudio (55 pacientes con genotipos de 
resistencia), aunque modesto, fue similar a la de otros estudios de resistencia entre 
pacientes tratados en RDC, que analizan desde 55292 a 93290 secuencias pol. Además, los 
datos presentados son los primeros aportados sobre resistencia en niños y adolescentes 
bajo TAR en el país. Informes anteriores mostraron que las MDR en adultos naive eran 
muy bajas en RDC antes del año 2007228,286, aunque algunos MRT en residuos de RT 
alcanzaron una prevalencia superior al 10% en las muestras recolectadas en Kinshasa 
durante 2013-2014291.  
Los niveles de MDR antes del inicio del tratamiento son particularmente importantes 
en los niños, ya que estos tienen viremias más altas y una progresión más rápida de la 




tasa de MRT en niños y adolescentes antes de recibir su primer tratamiento. 
Desafortunadamente, no podemos estimar la tasa de virus resistentes que podrían 
haberse transmitido como primera infección en nuestra cohorte de estudio. La tercera 
limitación fue la falta de información completa sobre el estado del VIH, el tratamiento y 
los datos de resistencia de las madres de los niños y adolescentes incluidos, lo que nos 
habría permitido identificar casos de transmisión vertical de MDR. Hay múltiples 
estudios que han demostrado que el porcentaje de pacientes con resistencia a los 
medicamentos aumenta de manera constante a medida que aumenta el tiempo de 
tratamiento290,317, como observamos en nuestro trabajo. 
Todos los resultados generados se comunicaron a los médicos de Kinshasa 
responsables del seguimiento clínico de los niños y adolescentes en estudio para 
mejorar su atención clínica, proporcionando datos para la optimización del régimen de 
TAR. Este trabajo proporciona información única relacionada con estas poblaciones 
vulnerables en Kinshasa y en el resto del país, donde casi 3 millones de niños y 
adolescentes están infectados por VIH sin acceso ni a CV ni a la monitorización de  
resistencias tras la implantación del TAR. También reforzamos el uso de DBS como 
muestra útil y fácil de usar para realizar análisis de resistencias en países de bajos y 
medianos ingresos, como recomienda la OMS142. 
La monitorización de MDR es un aspecto crucial en el control de la infección en países 
de bajos y medios ingresos, donde ocurren la mayoría de las infecciones pediátricas y de 
adolescentes. Además, es importante reforzar el apoyo a la adherencia e implementar 
la cuantificación de CV en la rutina clínica y las pruebas de resistencia en las directrices 
nacionales de RDC, fortaleciendo los laboratorios del país y descentralizando los análisis 
en la medida de lo posible. Nuestros hallazgos también apoyan los regímenes 
alternativos de TAR basados en IP e INI en sustitución de los inhibidores de la RT en la 
población de niños y adolescentes infectados por VIH en ese país. Estas mejoras 
ayudarían a controlar la propagación de virus resistentes entre las nuevas infecciones 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
La implementación de programas PTMH reduce el número de niños recién nacidos 
infectados. Sin embargo, existe una alta incidencia del VIH en embarazadas y la falta de 
pruebas diagnósticas del VIH y el control de la viremia para estas mujeres durante el 
embarazo y posparto contribuyen sustancialmente a la transmisión viral y a la exposición 
al VIH de los bebés durante el embarazo y la lactancia en entornos con una alta 
prevalencia de VIH y recursos limitados. Estos niños expuestos al virus tienen un mayor 
riesgo de morbilidad infecciosa, mortalidad y retraso del crecimiento observado que los 
no expuestos166. Ello se debe a una mayor activación inmunitaria e inflamación162–164, a 
una menor funcionalidad de las células T y a una mayor activación de monocitos en los 
niños expuestos frente a los no expuestos163,318.  
El objetivo de este estudio ha sido analizar la influencia de la infección y exposición 
al VIH-1 sobre el estado inmunológico en tres grupos de población pediátrica en 
seguimiento clínico en el Hospital Monkole de Kinshasa, RDC, entre abril y noviembre 
de 2016: 10 niños infectados por VIH (en adelante niños infectados o VIH+), 10 
expuestos al VIH pero no infectados (en adelante denominados niños expuestos), y 10 
no expuestos ni infectados (en adelante denominados niños no expuestos). Para ello, 
medimos 10 nuevos biomarcadores inmunes en muestras de DBS donde se observará la 
utilidad de este tipo de muestra como alternativa a muestras de plasma o suero. El 
estado del VIH de todos ellos se verificó por la técnica molecular Xpert HIV-1 Qual, tal y 
como se describió en el apartado “Diagnóstico de VIH y cuantificación de viremia” de 
Materiales y Métodos. Este estudio se considera un estudio piloto de casos y controles, 
en el que el grupo de niños no expuestos es el grupo control y comparamos sus 
resultados con los otros dos grupos. El trabajo se realizó en colaboración con el 
laboratorio de Inmunología de Tumores del Instituto de Investigación Sanitaria del 









Población de estudio 
Las principales características de la población pediátrica del estudio se muestran en 
la Tabla 4.1. Los niños infectados y los no expuestos presentaron una mediana de edad 
similar a fecha de toma de muestra, más alta que el grupo de niños expuestos (12 y 10,5 
años frente a 3 años, respectivamente). Todos los niños VIH+ estaban bajo TAR, aunque 
ninguno presentó viremia suprimida en el momento del muestreo. En el grupo de niños 
expuestos, siete pacientes habían recibido previamente ARV, 5 de ellos como profilaxis. 
Cuatro pacientes del grupo de niños expuestos presentaron anticuerpos maternos anti-
VIH, siendo todos ellos menores de 18 meses (de 0 a 4,8 meses). 
Tabla 4.1. Principales características de los grupos pediátricos de estudio. 





Número de niños 10 10 10 
Género (masculino) 6 5 5 
Edad media a toma de muestra en años [RIC] 12 [10,7-15,3] 3 [0-8,5] 10,5 [8,3-12] 
Lactancia materna 5 7 desconocido 
Estados serológico positivo frente al VIH (Geenius) 10 4 0 
Diagnóstico molecular positivo frente al VIH  
(Xpert HIV-1 Qual) 
10 0 0 




CV media (log/ml) por Cobas Roche (rango) 4,3 (2,7-5,3) - - 
Leyenda Tabla 4.1. VIH+, niños infectados por VIH-1; niños expuestos, niños expuestos al VIH pero no 
infectados; niños no expuestos, niños sanos, no expuestos ni infectado por VIH; CV, copias de RNA de  
VIH-1 por mililitro de plasma (ml); log, logaritmo; ARV, fármacos antirretrovirales; Geenius, Bio-
Rad Geenius™ HIV 1/2 Confirmatory Assay236; Xpert HIV-1 Qual, Cepheid Xpert HIV-1 Qual193.  
 
Los niños infectados, expuestos y no expuestos al VIH tienen perfiles diferentes de 
marcadores inmunes 
Para identificar los efectos de la infección y la exposición al VIH sobre el estado 
inmunológico, decidimos estudiar las diferencias generales entre los grupos de niños. 
Para ello, realizamos un análisis de componentes principales (ACP) para la expresión de 
los 10 marcadores inmunes en nuestra cohorte. Los 4 componentes principales 
explicaron el 90,24% de la varianza (Tabla 4.2) y mostraron que los perfiles de 
marcadores inmunes en los niños no expuestos diferían sustancialmente de los niños 
expuestos y los grupos infectados por VIH (Figura 4.1). 
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Tabla 4.2. Análisis de componentes principales de diez marcadores inmunes en 30 muestras 






















Figura 4.1. Resultado gráfico del ACP de los perfiles de los biomarcadores inmunes en niños 
de RDC.  
 
 
Leyenda Figura 4.1. Los resultados se representan de acuerdo con los 2 primeros componentes 
principales que representan el 79,8% de la variación total (Componente 1 = 48,5% y Componente 2 = 
31,3%). Cada punto representa los datos de una sola muestra de niño: expuestos al VIH pero no infectados 
en naranja; infectado por VIH (VIH +) en azul; no expuesto al VIH y no infectado en verde. La agrupación 
de muestras está representada por su respectiva elipse de intervalo de confianza del 95% desde el 
centroide. Los vectores de cada marcador inmunológico están representados por líneas rojas. 
Componentes principales 1 2 3 4 
Valores vectoriales para el 
componente 
    
B7.1 0,145 0,511 0,234 0,141 
B7-H5 0,338 -0,290 -0,215 -0,484 
CD14 0,398 -0,146 0,048 0,004 
CD163 0,361 -0,114 0,463 0,249 
HIF-1α 0,342 0,258 -0,378 0,009 
HVEM 0,433 0,003 0,030 -0,102 
IRAK-M 0,179 0,449 -0,238 -0,467 
Galectin-9 0,262 -0,357 0,386 -0,231 
PD-L1 0,338 -0,172 -0,486 0,624 
Siglec-10 0,239 0,441 0,310 0,111 
Porcentaje de la varianza total 
explicado por el componente 
48,5% 31,3% 6,3% 4,1% 




























Una vez comprobadas las diferencias en los perfiles inmunológicos entre los grupos, 
decidimos estudiar el perfil de expresión de cada marcador por separado. Identificamos 
algunos marcadores inmunes aumentados en niños con infección por VIH al comparar 
los grupos de niños infectados, expuestos y no expuestos. Así, los niños VIH+ 
presentaron niveles significativamente más altos en 6 de los 10 biomarcadores (CD14, 
HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-1α y CD163) que los del grupo de niños no expuestos (Fig. 
4.2A-2F). El supresor de activación de linfocitos T B7H5 también exhibió una mayor 
expresión en el grupo de niños infectados que en el grupo de no expuestos, pero sin 
significación estadística (Fig. 4.2H). Por un lado, cinco de estos biomarcadores (CD14, 
HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-1α) se relacionaron tanto con la exposición al VIH como con 
la infección, presentando una expresión significativamente mayor en los grupos de niños 
infectados y expuestos respecto al grupo de no expuestos. (Fig. 4.2A-E). CD14 y HVEM 
se expresaron significativamente más en el grupo de VIH+ que en el de niños expuestos 
(Fig. 4.2A-B), pero la expresión de B7.1, Siglec-10, HIF-1α, CD163, IRAK-M, B7H5, PD-L1 
y Galectina-9 fue similar en ambos grupos (Fig. 4.2C-J). 
Por otro lado, encontramos marcadores inmunes con sobre expresión tras la 
exposición al VIH. Así, al comparar niños expuestos con los no expuestos, 6 
biomarcadores presentaron unos valores significativamente más elevados en el grupo 
de niños expuestos (CD14, HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-1α e IRAK-M) (Fig. 4.2A-E, 4.2G). 
IRAK-M solo se incrementó por la exposición al VIH, aumentando significativamente sus 
niveles en el grupo de niños expuestos con respecto al grupo de niños no expuestos (Fig. 
4.2G). 
El resto de biomarcadores no parecieron verse afectados por la exposición o infección 
por VIH. Los niveles de B7H5 (Fig. 4.2H), PD-L1 (Fig. 4.2I) y Galectin-9 (Fig. 4.2J) no 
mostraron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. Sin embargo, la 
expresión de B7H5 tendió a ser más alta en el grupo de niños infectados en comparación 
con los grupos de niños expuestos y no expuestos, y en el grupo de niños expuestos 
frente al grupo de no expuestos. 
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Figura 4.2. Expresión de marcadores inmunes en niños infectados con VIH, niños expuestos y 
niños no expuestos de la población de estudio. 
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Legenda Figura 4.2. Expresión relativa por RT-qPCR de los genes de CD14, HVEM, B7.1, HIF-1α, Siglec 
10, IRAK-M, CD163, B7H5, PD-L1 y Galectina-9 en ARNm extraído desde DBS de la cohorte pediátrica de 
RDC. VIH+, niños infectados por VIH; expuestos, niños expuestos al VIH, pero no infectados; no expuestos, 
niños no expuestos ni infectados por VIH; El p-valor y de Kruskal Wallis statistics (K-W) se muestran para 
los biomarcadores con diferencias de expresión estadísticamente significativas entre grupos empleando 






La monitorización del estado inmunológico podría predecir el riesgo de las 
comorbilidades relacionadas con el VIH y la disfunción inmunitaria crónica,  
especialmente de la inflamación persistente debido a la infección crónica por VIH, la cual 
contribuye a un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad entre las personas 
infectadas168,171. En este contexto, este estudio piloto aporta datos pioneros sobre la 
expresión de 10 marcadores inmunes en tres grupos de pacientes pediátricos con o sin 
infección o exposición al VIH. Se incluyeron CD14 y CD163, al ser los biomarcadores 
inmunes de origen mieloide con mayor impacto clínico en la predicción de la morbilidad 
y la mortalidad209,319,320. Nuestros datos de ACP y el análisis de cada marcador 
demostraron que tanto la exposición al VIH durante el embarazo, como la infección por 
VIH, alteran el perfil inmunológico. Es importante destacar que este trabajo es el primer 
estudio que utiliza sangre seca en lugar de plasma/suero para medir la expresión génica 
de estos marcadores inmunitarios específicos. 
Se sabe que la infección por VIH aumenta los niveles plasmáticos de algunos 
biomarcadores inmunes solubles172–174,321, incluso en pacientes infectados por VIH con 
TAR bien controlados y viremia suprimida168,174. En nuestro estudio observamos que los 
niños VIH+ presentaban niveles significativamente más altos de 6 biomarcadores (CD14, 
HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-1α y CD163) en comparación con el grupo de niños no 
expuestos. Estos resultados coinciden con estudios previos que informaban un aumento 
de CD14 soluble y CD163 en plasma asociado con la infección por VIH174,321 y un nivel 
más alto de CD163 en macrófagos infectados con VIH debido a la inflamación crónica322. 
CD163 se ha asociado de forma independiente con enfermedad renal crónica, 
enfermedad pulmonar crónica y enfermedad hepática en personas infectadas en TAR322. 
En cuanto a la exposición al VIH, nuestro estudio piloto proporciona los primeros datos 
sobre una expresión de ARNm significativamente mayor de 6 biomarcadores inmunes 
(CD14, HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-1α e IRAK-M) en niños infectados y expuestos al VIH 
frente a niños no expuestos. De hecho, solo unos pocos estudios han analizado los 
biomarcadores inmunes (principalmente solubles) en niños expuestos, describiendo una 
menor funcionalidad de las células T tras estímulos de patógenos318, y una mayor 
inflamación y activación de monocitos por niveles elevados de algunos biomarcadores 
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inflamatorios solubles en plasma en adultos expuestos en comparación con adultos no 
expuestos163,172. Por otro lado, IRAK-M se ha asociado con enfermedades inflamatorias 
del intestino323. Sin embargo, ningún estudio previo ha cuantificado los niveles de ARNm 
de los 10 biomarcadores analizados en niños expuestos en comparación con niños VIH+ 
y no expuestos, como hemos realizado en este estudio piloto. 
Curiosamente, 5 de los biomarcadores estudiados (CD14, HVEM, B7.1, Siglec-10, HIF-
1α) presentaron una expresión significativamente mayor tanto en niños con VIH como 
en expuestos frente a no expuestos. HVEM y CD14 estaban significativamente 
sobreexpresados en niños infectados por VIH comparado con niños expuestos. Se sabe 
que HVEM se expresa principalmente en las células T-CD4 infectadas con VIH y participa 
en la entrada del virus324, lo que podría explicar la mayor expresión de HVEM observada 
en los niños infectados por VIH en comparación con los niños expuestos y no expuestos. 
Sin embargo, queda por aclarar la razón por la que HVEM también se expresa más en el 
grupo de niños expuestos frente al de no expuestos. Por otra parte, se sabe que HIF-1α 
se acumula en presencia de infección por VIH, ya que la proteína vpr del VIH-1 activa la 
vía del estrés oxidativo necesaria para la expresión de HIF-1α, lo que explicaría los altos 
niveles de HIF-1α en presencia de VIH325. Sin embargo, el grupo de niños expuestos 
presentó también una alta expresión de HIF-1α similar al grupo VIH+ a pesar de la 
ausencia de infección por VIH y, por tanto, de la proteína viral vpr. Por ello, aún queda 
aclarar los mecanismos moleculares alternativos para la sobreexpresión de HIF-1α en 
niños expuestos frente al grupo de no expuestos, como ocurre en otros contextos 
clínicos como el cáncer de pulmón326. Con respecto a B7.1, se sabe que la proteína nef 
del VIH-1 elimina B7.1 de la superficie celular modificando las rutas de Golgi y 
previniendo la activación de los linfocitos T327. Siglec-10 se detectó en subconjuntos de 
leucocitos humanos, incluidos eosinófilos, monocitos y una población menor de células 
natural-killer, y podría funcionar como un receptor inhibidor dentro del sistema 
inmunológico innato328. Sin embargo, dado que ambos biomarcadores también estaban 
significativamente elevados en el grupo de niños expuestos frente al de no expuestos 
en ausencia de proteínas virales, es necesario estudiar más a fondo el efecto de la 





Los niveles de B7H5, PD-L1 y Galectin-9 fueron similares entre los grupos, lo que 
sugiere un efecto bajo de la presencia o exposición al VIH en su expresión. Sin embargo, 
los niveles del supresor de activación de células T y una nueva molécula coestimuladora 
que regula las respuestas de las células T en la familia de moléculas B7, B7H5  tendían a 
ser más altos en el grupo de niños con VIH que en los grupos de niños expuestos y no 
expuestos, así como en el grupo de niños expuestos  frente al de no expuestos. También 
se ha informado que esta molécula está implicada en el cáncer329 pero, hasta donde 
sabemos, nunca se ha informado sobre su papel en la infección por VIH. 
Aunque nuestro estudio analizó 10 biomarcadores inmunes, más que en la mayoría 
de los estudios relacionados, la principal limitación que presenta es que se trata de un 
estudio piloto que analiza una pequeña cohorte pediátrica. Sin embargo, a pesar del 
bajo número de participantes en cada grupo, observamos diferencias significativas en 
los perfiles de expresión de biomarcadores inmunes entre ellos. Esto sugiere que la 
infección y/o exposición al VIH tiene un efecto en la sobreexpresión de estos 
biomarcadores inmunes, aunque requerirá ser estudiada en detalle en cohortes con 
mayor número de pacientes. Las consecuencias de este estado inmunológico alterado 
encontrado en niños expuestos vs. no expuestos podrían ser más devastadoras que en 
los adultos, debido a la presencia de inflamación en los niños durante los años de 
crecimiento, maduración de órganos y desarrollo neurocognitivo163. Se requieren 
investigaciones futuras para evaluar si estas alteraciones inmunes persisten más allá de 
la infancia y, de ser así, cuáles serían las consecuencias a largo plazo de la inflamación 
persistente. 
Otra limitación de este trabajo es que no se ha tenido en cuenta el posible efecto de 
la exposición a los ARV en la población de estudio, ya que este reduciría drásticamente 
la inflamación sistémica y la activación inmune en los 10 niños infectados en TAR, 
aunque no a niveles comparables con la población no infectada por VIH330. Además, el 
efecto de cada ARV sobre la inflamación y la activación inmunitaria en el VIH aún está 
en investigación330. 
Una tercera limitación, es que los niños expuestos al VIH tenían una edad menor que 
los otros grupos de niños. Sin embargo, el efecto de la edad de los niños sobre la 
expresión de marcadores inmunitarios sigue sin estar claro. Aunque algunos estudios 
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han observado un aumento significativo relacionado con la edad en CD14 insoluble y 
otros biomarcadores en niños expuestos331, otros solo han encontrado niveles 
significativamente más altos en niños expuestos al nacer, y los niveles se normalizaron 
después de 6 meses163. Este fenómeno reforzaría la idea de que el mayor nivel de 
expresión de algunos biomarcadores en niños expuestos vs. no expuestos podría 
deberse a la exposición al VIH y no a la edad. 
La fortaleza de nuestro estudio piloto es que presentamos datos sobre el nivel de 
expresión génica de 10 moléculas inmunocheckpoint o puntos de control inmunitarios, 
algunas de las cuales nunca antes se habían informado en niños expuestos o en la 
infección por VIH, como Siglec-10 o IRAK-M, en base a la ausencia de bibliografía 
relacionada hasta la actualidad. Nuestros resultados demuestran que la exposición al 
VIH, y no solo la infección por VIH, alteran el nivel de algunos biomarcadores 
inmunitarios en la población pediátrica en estudio. Esos biomarcadores elevados 
podrían contribuir a un peor estado físico relacionado con la inflamación crónica en 
niños expuestos164. Además, dado que no hubo monitorización de CD4/CD8 de los niños 
de Kinshasa en estudio, proporcionamos los primeros datos relacionados con su estado 
inmunológico. 
Nuestros hallazgos sugieren que la monitorización del perfil inmunológico mediante 
la cuantificación de biomarcadores inmunitarios en sangre podría integrarse en los 
programas de PTMH para monitorizar la inflamación en los recién nacidos infectados 
por VIH, así como en los niños no infectados pero expuestos, nacidos de madres 
infectadas por VIH. 
Por último, también evidenciamos, por primera vez, que el uso del DBS podría 
incorporarse en estudios que requieran la cuantificación del ARNm de la expresión de 
cualquier gen del hospedador, disminuyendo los requisitos actuales de volumen de 
muestra de sangre y procesamiento de sangre para la preparación de plasma/suero 
normalmente usados para la realización de este tipo de ensayos. Por ello, el uso de 
sangre seca para la monitorización de inmunocheckpoints podría ser muy útil en 
entornos con una infraestructura limitada para el procesamiento de sangre o cuando 
hay un volumen de sangre bajo disponible, como en los recién nacidos o niños de bajo 









El trabajo descrito en este capítulo ha sido enviado como artículo de investigación a 
la revista Medicine (Q2) e incluido en el Anexo V: Rubio-Garrido M., Avendaño-Ortiz J., 
Ndarabu A., Rubio C., Reina G., López-Collazo E., Holguín A. Effect of HIV exposure and 
infection on immune profile: a pilot study on a peaediatric population. En revisión. 
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México, México). Rubio-Garrido M., Avendaño-Ortiz J., Ndarabu A., Reina G., 
Carlos S., Llanos-González E., Holguín A., López-Collazo E. Immune biomarkers are 
associated with HIV exposure or infection in children using DBS. 
- Poster nº P-089 en el XI Congreso Nacional GeSIDA 2019 (Toledo, España). Rubio-
Garrido M., Avendaño-Ortiz J., Ndarabu A., Reina G., Carlos S., Llanos-González E., 
Holguín A., López-Collazo E. Immune biomarkers are associated with HIV exposure 
or infection in children using DBS. 
- Poster nº P-224 en el X Congreso Nacional GeSIDA 2018 (Madrid, España). Rubio-
Garrido M., Avendaño-Ortiz J., Ndarabu A., Reina G., Carlos S., Llanos-González E., 
Holguín A., López-Collazo E. Dried Blood Spots: a tool to monitor inflammation on 




































   
   











Evaluación del grado de 
inmunización frente a 
seis patógenos 






JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
El aumento de la cobertura vacunal infantil evita de 2 a 3 millones de muertes cada 
año, y todavía hay margen para salvar más vidas332. A pesar de este progreso, solo en 
2019, más de 7,4 millones de niños, adolescentes y jóvenes murieron por causas 
tratables o bien, prevenibles por vacunación, como la tuberculosis, el sarampión, 
diarreas e infecciones del tracto respiratorio inferior176. La vacunación infantil es, por 
tanto, una de las formas más eficaces de reducir las tasas de mortalidad infantil en el 
mundo333,334. Datos recientes estimaron que el 62% de los 19,7 millones de los niños no 
vacunados o con vacunación incompleta viven en RDC, Angola, Etiopía, India, Indonesia, 
Nigeria, Pakistán, Filipinas, Brasil y México179. 
RDC presenta una alta tasa de mortalidad en niños menores de 5 años, alcanzando 
85 por cada 1000 nacidos vivos175. El aumento en la cobertura mundial de vacunas ha 
reducido la enfermedad, la morbilidad y la muerte en los niños179,335. Sin embargo, las 
enfermedades prevenibles por vacunación, como la tuberculosis y las infecciones del 
tracto respiratorio inferior, siguen siendo la principal causa de muerte pediátrica en 
RDC162,178. Los brotes periódicos en el país de sarampión se propagan rápidamente entre 
las poblaciones no vacunadas o con vacunación incompleta. En 2014 se estimó que más 
de 764.400 niños no estaban vacunados en RDC336. Según los datos de la OMS de 2019, 
la cobertura de la tercera dosis de difteria, tétanos y tosferina (DTP), ampliamente 
utilizada como indicador de la capacidad de un país para proporcionar servicios de 
inmunización, fue del 57% en bebés de 0 a 6 meses en RDC y también para la primera y 
única dosis de la vacuna contra el sarampión administrada a los 9 meses de edad180.   
Esta baja cobertura da lugar a brotes periódicos de sarampión con miles de muertes 
infantiles181. Por desgracia, no se dispone de datos que nos permitan conocer la 
cobertura de rubeola en el país180.  
En particular, los niños que viven con VIH tienen mayor riesgo de padecer estas 
enfermedades infecciosas prevenibles por vacunación en comparación con los niños no 
expuestos183,184,337 y tienen una menor protección. Ello se debe a que generan un menor 
número de anticuerpos, a pesar de haber sido vacunados frente a algunas 




anticuerpos protectores es variable. Sin embargo, se ha observado en general, que 
porcentajes más altos de linfocitos CD4 y una baja CV se asocian con mejores respuestas 
a las vacunas184. 
Los DBS representan una muestra conveniente para la detección de anticuerpos 
durante la monitorización de la cobertura de vacunación pediátrica real en países de 
recursos limitados85,87,97, donde viven la mayoría de niños con VIH,  al ser fáciles de 
recolectar, almacenar y transportar sin necesidad de cadena de frío. 
El objetivo de este trabajo fue hacer un estudio piloto para evaluar la inmunización o 
presencia de IgG en plasma generados frente a 6 enfermedades infecciosas vacunables 
en un grupo de niños y adolescentes de Kinshasa. Además, nuestro estudio aporta los 
primeros datos sobre la validez de los DBS para monitorizar la protección inmunológica 
frente a los mismos 6 patógenos, estableciendo los valores de corte que proporcionan 
una sensibilidad y/o especificidad óptimas para cada infección en la cohorte de estudio 
si se emplea DBS como muestra alternativa al suero.  
Para ello se emplearon muestras de sangre seca de 143 niños y adolescentes en 
seguimiento clínico en las Unidades Pediátricas de los hospitales de Monkole y 
Kalembelembe en Kinshasa, RDC, tomadas entre 2016 y 2018. De 42 (29,4%) de ellos 
también se pudo obtener plasma pareado preparado a partir de la misma muestra de 
sangre con la que se preparó el DBS. Por tanto, en 42 pacientes disponíamos de 
plasma/DBS pareados y en 101 solo de DBS. La metodología empleada se indica en el 
apartado “Cuantificación de Inmunoglobulinas G protectoras frente a 6 enfermedades 
vacunables” de la sección de Materiales y Métodos.  
Este estudio se realizó con la colaboración del Laboratorio de Virología del Servicio 
de Microbiología del Hospital Universitario Ramón y Cajal en Madrid, cuyo responsable 









Población de estudio 
La mediana de la edad de los 143 pacientes en estudio fue de 11 años y el 52,4% eran 
varones. De ellos, 52 (36,4%) estaban infectados con VIH, y 42 (29,4%) tenía CV por 
encima de las 1.000 cp/ml (Tabla 5.1), a pesar de que la mitad (52,4%) había tenido 
experiencia con algún régimen antirretroviral o profilaxis en el momento de toma de 
muestra. Uno de cada dos pacientes infectados con secuencia viral disponible (52,6%) 
estaban infectados por subtipos puros no-B en pol y el 42,1% por cepas recombinantes, 
principalmente URF (39,5%) (Tabla 5.1).   
Tabla 5.1. Características de la población de estudio de Kinshasa (RDC) con plasma y/o DBS 
disponible 
 DBS/plasma  
pareado 
Solo DBS TOTAL 
Muestras totales disponibles 42 (100) 101 (100) 143 (100) 
Género masculino 19 (45,2) 56 (55,4) 75 (52,4) 
Edad (mediana) a toma de muestra[RIC] 14 [12-17] 9 [3-12,8] 11 [5-14] 
< 1 año 1 (2,4) 18 (17,8) 19 (13,3) 
≥1-5 0 12 (11,9) 12 (8,4) 
≥5-10 5 (11,9) 22 (21,8) 27 (18,9) 
≥10-15 16 (38,1) 32 (31,7) 48 (33,5) 
≥15 18 (42,9) 16 (15,8) 34 (23,8) 
desconocido 2 (4,7) 1 (1) 3 (2,1) 
Estado del VIH    
VIH+ 38 (90,5) 14 (13,9) 52 (36,4) 
VIH- 4 (9,5) 87 (86,1) 91 (63,6) 
CV >1,000cp/ml por Roche-CV 31 (73,8) 11 (10,9) 42 (29,4) 
Experiencia a ARV 39 (92,9) 23 (22,8) 75 (52,4) 
Estado VIH de las madres    
VIH+ 17 (40,5) 43 (42,6) 60 (41,9) 
VIH- 4 (9,5) 24 (23,7) 28 (19,6) 
Desconocido 21 (50) 34 (33,7) 55 (38,5) 
Variantes del VIH-1  Sec=27 Sec=11 Sec=38 
Subtipos puros no-B 14 (51,9) 6 (54,5) 20 (52,6) 
CRF 0 1 (9,1) 1 (2,6) 
URF 12 (44,4) 3 (27,3) 15 (39,5) 
U 1 (3,7) 1 (9,1) 2 (5,3) 
Leyenda Tabla 5.1. Datos de acuerdo a las fichas clínicas. RDC, República Democrática del Congo; DBS, 
dried blood spots o muestras de sangre seca; TAR, tratamiento antirretroviral; ARV, fármacos 
antirretrovirales; RIC; rango intercuartílico; cp/ml, copias de ARN del VIH-1 por mililitro; CV, carga viral; 
CRF, formas recombinantes circulantes; URF, formas recombinantes únicas; U, inclasificables. CV 
cuantificada por Roche Cobas v2.0, límite de cuantificación <20 cp/ml. cp/ml, copias de ARN del VIH-1 por 





Nivel de inmunización en plasma de la población pediátrica 
Los resultados en los 42 plasmas, mostraron que la cohorte tenía una protección 
inmunológica frente a rubeola del 92,9%, a difteria del 72,4%, a paperas del 69,1%, a 
sarampión del 64,2% y solo del 7,1% a tétanos y del 2,4% a tosferina (Fig. 5.1). Por tanto, 
encontramos que el 92,9% de los niños no presentaban protección de IgG frente a 
tosferina, el 42,9% frente a tétanos, el 28,6% frente al sarampión y el 21,4% a paperas. 
Es importante destacar que observamos un porcentaje de pacientes con resultados 
indeterminados en plasma, que era variable para cada patógeno, oscilando entre el 2,4% 
para rubeola y el 50% para tétanos (Fig. 5.1). Los valores indeterminados fueron 
excluidos de los cálculos finales. 
Figura 5.1. Porcentaje de inmunización de los 42 pacientes pediátricos y adolescentes con 
plasma disponible. 
 
Cálculo de cut-off para cada marcador empleando DBS  
Uno de los objetivos del estudio fue evaluar la posible utilidad de los DBS para 
monitorizar la presencia de IgG protectoras frente a los mismos 6 patógenos, con el fin de 
usar sange seca en circunstancias donde el suero o plasma no estuvieran disponibles. Para 
ello empleamos los 42 DBS pareados con los 42 plasmas previamente evaluados que habían 
sido preparados a partir de la misma muestra de sangre de los pacientes.   
Cuando se utilizó el mismo cut-off o punto de corte establecido por la casa comercial 
para plasma, observamos que en los 42 DBS pareados la sensibilidad de cada prueba 
VirClia® IgG para la detección de anticuerpos protectores fue del 97-100% para 




























en DBS. La especificidad se mantuvo cercana al 100% para tosferina (97,6%), pero 
disminuyó para tétanos (87,2%), sarampión (40%), paperas (7,7%), difteria y rubeola 
(0%).  
Por ello, calculamos un nuevo cut-off para cada prueba, con el fin de alcanzar una 
óptima sensibilidad y/o especificidad en DBS. El valor predictivo positivo (VPP) osciló 
entre el 28,6% (tétanos) y el 92,7% (rubeola), mientras que las cifras mejoraron al aplicar 
el cut-off óptimo de DBS. Teniendo en cuenta el valor predictivo negativo (VPN), los 
valores oscilaron entre 0% en rubeola y difteria y 100% para paperas y tosferina 
utilizando el punto de corte definido por Vircell para plasma, aumentando del 38,5% al 
100% cuando se aplicó el nuevo cut-off para DBS (Tabla 5.2).  
Sin embargo, es esencial destacar que estos valores de cut-off proporcionados en la 
tabla para DBS solo podrían ser aplicables a esta cohorte de estudio concreta, con una 


















Tabla 5.2. Resultados de las pruebas VirClia®IgG para la detección de IgG protectoras contra 6 patógenos responsables de enfermedades prevenibles 
mediante vacunación utilizando sangre seca de 42 pacientes pediátricos.  
 SARAMPIÓN PAPERAS RUBEOLA 
Cut-off Sen Esp VPP   VPN Cut-off Sen Esp VPP  VPN Cut-off Sen Esp VPP   VPN 
PLASMA >1,1 100% 100% 100% 100% >1,1 100% 100% 100% 100% >1,1 99% 100% 100% 100% 
DBS con cut-off de 
PLASMA 




Max Sen ≥0,73 100% 13,3% 67,5% 100% >1,1 100% 7,7% 70,7% 100% >1,04 100% 0% 95% 0% 
Max Esp ≥2,83 55,6% 100% 100% 55,6% ≥6,18 37,9% 100% 100% 41,9% ≥3,97 43,6% 100% 100% 12% 
Sen y Esp 
óptima 
≥2,7 59,3% 93% 94% 56% ≥5,19 55,2% 76,9% 84% 43% ≥1,84 92,3% 66,7% 97,3% 40% 
 DIFTERIA TÉTANOS TOSFERINA 
Cut-off (UI/ml) Sen Esp VPP   VPN 
Cut-off 
(UI/ml) 
Sen Esp VPP   VPN 
Cut-off 
(UI/ml) 
Sen Esp VPP   VPN 
PLASMA >0,01 100% 100% 100% 100% >0,2 96% 100% 100% 100% >120 100% 100% 100% 100% 
DBS con cut-off de 
PLASMA 




Max Sen ≥0,03 100% 25% 76,9% 100% ≥0,11 100% 46,2% 12,5% 100% ≥586 100% 100% 100% 100% 
Max Esp ≥0,1 36,7% 100% 100% 38,7% ≥0,5 33,3% 100% 10% 95,1% ≥586 100% 100% 100% 100% 
Sen y Esp 
óptima 
≥0,09 46,7% 83,3% 78,5% 38,5% ≥0,24 66,7% 89,7% 33,3% 97,2% ≥586 100% 100% 100% 100% 
Leyenda Tabla 5.2. DBS; muestras de sangre seca; Max, máximo; Sen, sensibilidad; Esp, especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN; valor predictivo negativo; ml, 




Comparativa de los resultados de inmunización en DBS vs. plasma en los 42 
pacientes pediátricos con muestras pareadas 
Empleando plasma previamente, pudimos evaluar el porcentaje de los 42 niños y 
adolescentes del RDC en estudio con IgG protectoras frente a las 6 enfermedades 
prevenibles por vacunación (Fig. 5.1). Sin embargo, cuando comparamos el porcentaje 
de inmunizados empleando los 42 DBS pareados, los niveles de inmunización frente a 
los 6 patógenos estudiados varió según el cut-off considerado (Fig. 5.2). Así, tomando 
como gold standard los resultados en plasma (opción A en Fig. 5.2) y empleando en DBS 
el mismo cut-off que en plasma, observamos que el porcentaje de niños inmunizados 
fue significativamente mayor cuando empleamos DBS, observando los siguientes 
incrementos para cada patógeno: +2,4% (tosferina), +4,8% (rubeola), +9,5% (tétanos, 
sarampión) y +28,6%; (paperas y difteria) (opción B en Fig. 5.2). 
Cuando usábamos DBS y considerábamos el cut-off calculado que proporcionaba 
máxima (100%) especificidad (0% falsos positivos), con el fin de garantizar que todos los 
pacientes identificados como inmunizados realmente estuvieran protegidos, 
encontramos una infraestimación (entre 2 y 3 veces menores) de la tasa de protegidos 
para 5 de los patógenos, excepto para tosferina, donde encontramos el mismo número 
de niños protegidos. Las menores reducciones en la tasa de protegidos empleando DBS 
para medir los IgG protectoras se vieron para tétanos (-4,7%) y sarampión (-28,6%), y las 
mayores para difteria (-45,2%), paperas (-42,9%) y rubeola (-50%) (opción C en Fig. 5.2).  
Cuando consideramos el cut-off más óptimo de especificidad y sensibilidad en los 
ensayos con DBS (opción D en Fig. 5.2), el porcentaje de inmunizados entre esos 42 
niños fue diferente en DBS con respecto al plasma para todos los patógenos, excepto 
para tosferina, que resultó ser igual. Así, el número de pacientes protegidos reportado 
cuando empleábamos DBS fue menor que cuando usábamos plasma frente a paperas (-
23,8%), sarampión (-23,8%), y difteria (-35,7%). La excepción la encontramos para 
tétanos, donde se observó un 2,4% más de niños inmunizados empleando DBS. 
 
Nivel de inmunización estimado en DBS de 143 adolescentes y niños 
Por otro lado, disponíamos de muestras de DBS de otros 101 niños y adolescentes de 
Kinshasa sin plasma disponible. Por ello, y dado que no teníamos datos de vacunación 





frente a cada patógeno empleando DBS. Para ello descartamos la opción B (mismo cut-
off de plasma), ya que sobreestimaba el porcentaje de inmunizados para todos los 
patógenos (Fig. 5.2). Consideramos que para ver el grado de protección en la cohorte 
completa empleando los 143 DBS disponibles la mejor opción era tomar el cut-off con 
una especificidad del 100% (opción C en Fig. 5.2). Así, teóricamente, no 
sobreestimaríamos nunca el porcentaje de pacientes inmunizados, aunque éramos 
conscientes de que podríamos infraestimar el porcentaje de inmunización en esta 
cohorte de estudio al no estar asociados esos cut-off empleados para cada patógeno a 
una máxima sensibilidad.  
Con este cut-off de máxima especificidad analizamos los DBS de los 143 pacientes de 
este estudio piloto, detectando IgG protectoras en menos de la mitad de ellos: 46,9% 
para rubeola, 45,5% para sarampión y 36,4% para difteria y estando menos niños 
inmunizados frente a paperas (24,5%), tétanos (15,4%) y tosferina (0,7%). Como se 
esperaba, estos valores fueron significativamente inferiores a los resultados obtenidos 
con plasma (muestra de referencia) y el cut-off recomendado por el fabricante (Tabla 
II.2 y Fig. 5.3), excepto para tétanos, donde se duplicó el porcentaje de inmunizados 
comparando datos de los 143 DBS vs. 42 plasmas (15,4% vs. 7,1%).  
Por tanto, excepto para tétanos, las tasas de inmunización en los 143 pacientes 
analizados empleando DBS fueron entre 2 y 3 veces menores que las observadas en los 
42 plasmas, tal y como ocurría con los valores de inmunización obtenidos comparando 
los 42 DBS vs. 42 plasmas pareados con los cut-off de máx. especificidad en esta pequeña 




Figura 5.2. Porcentaje de inmunización en 42 niños con muestras pareadas (plasma y DBS) considerando distintos cut-off. 
 
 
Leyenda Fig. 5.2. El cut-off del  plasma proporcionado por la casa comercial VirCell para cada patógeno, se muestra en la Tabla II.2. El cut-off optimo o de máxima especificidad 














































Opciones Muestra Cut-off Sarampión Paperas Rubeola Tosferina Difteria Tétanos 
A 42 Plasma Vircell 64,3% 69,1% 92,9% 2,4% 71,4% 7,1% 
B 42 DBS Vircell 73,8% 97,6% 97,6% 4,8% 100,0% 16,7% 
C 42 DBS max. Esp. 35,7% 26,2% 42,9% 2,4% 26,2% 2,4% 









Leyenda Fig. 5.3: El cut-off del  plasma proporcionado por la casa comercial VirCell para cada patógeno, se muestra en la Tabla II.2. El cut-off optimo o de máxima especificidad 






































Opciones Muestra Cut-off Sarampión Paperas Rubeola Tosferina Difteria Tétanos 
A 42 Plasma Vircell 64,3% 69,1% 92,9% 2,4% 71,4% 7,1% 
C 143 DBS max. Esp. 45,5% 24,5% 46,9% 0,7% 36,4% 15,4% 




Inmunización de la población de estudio según edad 
Posteriormente analizamos la inmunización frente a cada patógeno según la edad de 
los 140 pacientes de estudio, con datos de edad conocida, empleando DBS y el cut-off 
de máxima especificidad. Así observamos el siguiente porcentaje de niños menores de 
1 año inmunizados: sarampión (57,9%), difteria (42,1%), tétanos (36,8%), rubeola 
(31,6%), paperas (10,5%) y tosferina (0%), aumentando ligeramente la inmunización en 
niños de entre 1-5 años para sarampión y difteria, pero disminuyendo para tétanos, 
rubeola y paperas. Ninguno de los 140 niños y adolescentes con edad conocida tenía IgG 
frente a tosferina.  
Además, observamos una disminución progresiva de la inmunización a medida que 
aumentaba la edad comparando menores de 5 años con mayores de 15 frente al 
sarampión (61,3% vs. 38,2%), tétanos (35,5% vs. 5,9%) o cuando comparábamos 
menores de 10 años con mayores de 15 años para difteria (48,3% vs. 23,5%) y paperas 
(20,7% vs. 17,6%).  
Los mayores niveles de inmunización para tétanos se alcanzaron en bebés menores 
de 1 año (36,8%), para sarampión en niños de 1 a 5 años (66,7%), para paperas y difteria 
en niños de 5 a 10 años de edad (37% y 51,9%, respectivamente), y para rubeola en el 
grupo de 10 a 15 años (60,4%) (Fig. 5.4). Aplicando el cut-off óptimo según  la Tabla 5.2, 
observamos tendencias similares (datos no mostrados). 
Figura 5.4. Presencia de IgG protectoras en 140 pacientes con DBS según rango de edad 
empleando el cut-off de máxima especificidad. 
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Presencia de IgG protectoras frente a los 6 patógenos vacunables en niños con VIH 
de la cohorte de estudio 
Para ver posibles diferencias en cuanto a respuesta del sistema inmune frente a la 
vacunación y/o exposición a estos 6 patógenos en función de la presencia o ausencia de 
infección por VIH, procedimos a ver el porcentaje de niños con IgG protectoras en cada 
grupo dentro de nuestra cohorte.  
Entre los 143 pacientes de nuestra cohorte de estudio, 52 (36,4%) vivían con VIH.  De 
ellos, 38 tenían muestras pareadas de plasma/DBS y 14 solo DBS (Tabla 5.1). La Tabla 
5.3 muestra el número de pacientes inmunizados según su estadio VIH entre los 42 con 
plasma disponible. Debido al bajo número de muestras analizadas y de pacientes sin 
infectar vs. infectados (4 vs. 38), no observamos diferencias estadísticamente 
significativas en los niveles de IgG estudiados.  
Tabla 5.3. Número de pacientes inmunizados según su estadio VIH entre los 42 con plasma 
disponible.  





























p-valor ns ns ns ns ns ns  
ns, no significativo 
 
Con el fin de aumentar el tamaño muestral y analizar el posible efecto de la infección por 
VIH en el grado de inmunización, realizamos el mismo análisis empleando los 143 DBS con 
el cut-off de máxima especificidad (Fig. 5.5A). Así observamos que el porcentaje de niños 
inmunizados frente a los 6 patógenos fue inferior en el grupo de infectados por VIH que 
en el de los no infectados, excepto para rubeola, que fue ligeramente superior. Las 
diferencias fueron estadísticamente significativas para sarampión (30,8% vs. 53,8%, p= 
0,008) y para tétanos (3,8% vs. 22%, p=0,004).  
Cuando se aplicó el cut-off óptimo para cada patógeno reflejado en la Figura 5.5B, 
observamos que se mantuvieron las diferencias significativas entre infectados y no 
infectados por VIH en sarampión (34,6% vs. 57,1%, p= 0,001) y tétanos (7,7% vs. 45,1%, 
p= 0,0001). Sin embargo, también se observó una diferencia significativa para rubeola 




Figura 5.5. Porcentaje de pacientes inmunizados frente a los 6 patógenos según la infección o 
no con VIH en los 143 niños y adolescentes empleando DBS y cut-off de máxima especificidad 




Leyenda Fig. 5.5. VIH+, pacientes infectados por VIH; VIH-, pacientes sin infección por VIH. Con 
asteriscos, diferencias estadísticamente significativas encontradas:  **p=0,001, ***p=0,0001. 
 
DISCUSIÓN 
La evaluación de los programas de inmunización es clave para identificar áreas de 
cobertura de vacunación subóptima, monitorizar las actividades y ayudar al desarrollo 
de la política de salud pública338. Nuestro estudio piloto pretende aportar datos para 
visibilizar el grado de protección actual de niños y adolescentes de RDC, teniendo en 
cuenta la presencia y nivel de IgG protectoras frente a 6 enfermedades infecciosas 
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vacunar a los niños durante el primer año de vida frente a tuberculosis, difteria, tétanos, 
tosferina, polio, fiebre amarilla, hepatitis B, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 
influenzae, rotavirus y rubeola (Fig. I.15)182. 
Es importante señalar que, dado que no disponíamos de los datos de vacunación en 
nuestra cohorte de estudio, nuestros datos no podrían diferenciar entre los niños y 
adolescentes que tenían protección debido a la vacunación de aquellos que adquirieron 
las IgG protectoras por haber pasado la enfermedad. De hecho, no había información ni 
en las hojas clínicas asociadas a las muestras, ni en sus historiales en RDC, según la 
información suministrada por los clínicos locales.  
Ya que las infecciones virales como sarampión, paperas o rubeola tienen un número 
de reproducción muy alto (7-12), resulta necesario tener coberturas vacunales muy 
elevadas para su control339,340. Así, para el sarampión, endémico en RDC, se requiere 
una inmunidad colectiva del 89-94% para detener su transmisión. Estas coberturas 
requeridas para la eliminación de la enfermedad no se alcanzan en gran parte de los 
países africanos341. 
Entre los 42 niños y adolescentes de Kinshasa con plasma disponible, encontramos 
que 7 de cada 10 estaban inmunizados frente a paperas y 6 de cada 10 a sarampión, a 
pesar de que en RDC no se incluyen ninguna de estas dos vacunas según el calendario 
vacunal nacional182 (Fig. I.15 y Fig. 5.1), sugiriendo que todos ellos deberían de haber 
pasado la enfermedad. Por otro lado, 9 de cada 10 estaban inmunizados frente a 
rubeola, cuya vacuna se administra a los 9 meses de edad según el calendario vacunal 
de RDC182. Se sabe que los anticuerpos frente al sarampión, paperas y rubeola pueden 
durar hasta 20 años o, posiblemente, de por vida cuando se administra la vacuna 
trivalente342, aunque puede observarse una disminución de anticuerpos en algunos 
niños cuando se dan las vacunas por separado343. Si bien, la protección inducida por la 
vacuna triple vírica parece persistir al menos hasta la edad adulta temprana, es 
necesaria una vigilancia constante de la protección frente a estos patógenos342. Además, 
hay que tener en cuenta que el calendario vacunal vigente durante el primer año de vida 
de los adolescentes incluidos en el estudio podría diferir del actual, impactando en la 




Nuestros datos revelaron que un 64,2% de los 42 niños con plasma disponible 
tomados entre los años 2017-2018 tenían protección frente a sarampión (Fig. 5.1), casi 
el mismo porcentaje que el 64% de seroprotección encontrado en 6.706 niños de 6 a 59 
meses de edad en muestras de 2013-2014 en RDC344 y ligeramente superior al de 
cobertura vacunal de la primera y única dosis de la vacuna contra el sarampión 
administrada a los 9 meses de edad según indica la OMS (57%)345. Esta mayor protección 
podría deberse, en parte, a una imnunización natural al contraer la enfermedad, y no 
necesariamente a la vacunación.  
El otro dato del que se dispone en RDC es la cobertura de la tercera dosis de la vacuna 
DTP, que es utilizada como un indicador de la capacidad de un país para proporcionar 
servicios de inmunización y que, según datos oficiales, también alcanzó el 57% en 
2019345. En nuestra población, la inmunización frente a esas 3 enfermedades infecciosas 
en los 42 pacientes con plasma resultó ser muy distinta para cada patógeno. Así, 
mientras que el 71,4% de los 42 pacientes estaba inmunizado frente a difteria, solo el 
7,1% de ellos tenía IgG protectoras frente al tétanos y el 2,4% frente a tosferina, a pesar 
de que la vacuna DTP está dirigida frente a los 3 patógenos que causan esas 
enfermedades. Carecemos de datos suficientes en sus historias clínicas para saber si los 
niños y adolescentes con protección frente a difteria habían sufrido la enfermedad.  
En cuanto a la utilización de DBS, estudios previos consideran útiles el uso de DBS 
para análisis de seroprevalencia en áreas de recursos limitados frente a varios 
patógenos, como los causantes de hepatitis346,347, varicela-zoster348,  sarampión348–350, 
paperas y rubeola348,351,352, entre otros. En este estudio quisimos ver, por primera vez, 
la utilidad de los DBS para detectar la presencia de IgG frente a difteria, tosferina, 
sarampión, paperas, tétanos y rubeola usando la técnica Vircell. Para ello, ajustamos los 
cut-off indicados por la técnica para su uso en plasma/suero, algo que habíamos visto 
esencial para otros patógenos y test previamente en el grupo353. Este cut-off que 
seleccionamos para DBS fue el que proporcionaba una especificidad del 100%, ya que 
nos interesaba conocer el mínimo número de pacientes con protección a las distintas 
enfermedades vacunables. Además, usando este cut-off se minimizaría el porcentaje de 
falsos positivos para no sobreestimar el porcentaje de inmunizados y poder valorar 





aceptamos el riesgo o limitación de poder tener valores de protección infraestimados 
por usar un cut-off no siempre asociado a la máxima sensibilidad. Excepto para tétanos, 
las tasas de inmunización empleando DBS y los cut-off de máxima especificidad en esta 
pequeña cohorte de estudio fueron entre 2 y 3 veces menores que las observadas en 
plasmas.  
Por lo tanto, en este estudio mostramos que, en ausencia de plasma o suero, los DBS 
se pueden utilizar para estudiar la seroprevalencia frente a patógenos vacunables con 
una sensibilidad y/o especificidad aceptable (según las necesidades clínicas), siempre y 
cuando se optimice el valor de corte para cada patógeno. Además, la toma de DBS es 
más fácil que la de sangre total, plasma o suero para estudios de vigilancia o detección 
a gran escala en los países de recursos limitados338,354. La recolección de DBS es una 
práctica común, dado que su toma es mínimamente invasiva, reduce costes, requiere 
menos cadena de frío y puede ser mejor aceptado por el paciente y/o padres o tutores 
legales en el caso de niños. 
Según el calendario vacunal de RDC182, las vacunas de las enfermedades analizadas 
en este trabajo deberían haberse administrado antes del año de edad, excepto para 
paperas y sarampión. En niños menores de 1 año la exposición a patógenos se 
presupone inferior que en niños de mayor edad. Podríamos inferir, aunque no sin 
margen de error, que la protección observada se debería a la vacunación en este grupo 
de edad. Sin embargo, cuando la inmunidad aumenta en niños de mayor edad o supera 
el porcentaje de inmunización encontrado en los menores de 1 año, podríamos pensar 
que es debido a haber superados dicha enfermedad, como ocurre para paperas o 
rubeola. Por el contrario, si la inmunidad disminuye con la edad, se puede deber a la 
pérdida de protección de la vacuna con el tiempo. Así vimos que se perdía protección 
frente al tétanos y sarampión a partir de los 5 años de edad (Fig. 5.4), ya que 6 de cada 
10 niños menores de 1 año estaban inmunizados frente al sarampión, y solo 4 de cada 
10 mayores de 15 años. Ello podría explicar la alta tasa de mortalidad pediátrica por 
sarampión en el país. En 2019 el 47,3% de las 6.607 muertes por sarampión en RDC 
ocurrió en menores de 5 años178. Esta población, junto con los adultos mayores de 20, 
embarazadas y personas con sistema inmune debilitado, es la que tiene más 




La pérdida de la inmunidad adquirida mediante la vacunación con el paso del tiempo, 
ha sido una de las posibles causas, aunque no la única, de la reemergencia de la 
tosferina. Meta-análisis previos han estimado en unos 3 años la duración media de la 
protección tras la vacunación con DTP, y solo el 10 % de los niños estarían protegidos a 
los 8,5 años después de la última dosis356. Otro estudio en una cohorte pediátrica de 
Reino Unido observó que 5 años tras la vacunación, las respuestas de los anticuerpos 
frente a la tosferina fueron indetectables en el 49% de los niños, y se predijo que estas 
respuestas indetectables aumentarían hasta un 69% a los 13-14 años de edad357. La 
mediana de edad de nuestra población de estudio fue de 11 años, por lo que no 
podemos descartar un mayor mantenimiento de niveles de IgG frente a difteria con 
respecto a las IgG frente a tétanos y tosferina. Esto explicaría un mayor porcentaje de 
pacientes seroprotegidos frente a difteria vs. tétanos/tosferina en nuestro estudio 
(71,4% vs. 7,1%/2,4%).  
La alta vulnerabilidad a la tosferina y al tétanos de la población infantil y adolescente 
congoleña del estudio, debido al bajo nivel de seroprotección observado frente a ambas 
enfermedades infecciosas, es congruente con los datos oficiales del país de 2019, donde 
4.587 muertes infantiles se debieron a tosferina, un 91,7% de ellas en menores de 5 
años, y 506 muertes a tétanos, 274 de ellas en menores de 5 años178. En cuanto a la falta 
de seroprotección frente a las enfermedades como el sarampión,  podría deberse a la 
falta de vacunación, vacunación incompleta por falta de administración de alguna de las 
dosis, pérdida de la integridad de la vacuna por roturas en la cadena de frío u otros 
medios, falta de una respuesta inmune efectiva por factores genéticos del huésped, o 
por la interferencia de otras infecciones entre otros factores358–363.  
Con respecto a ese último punto, quisimos analizar el impacto de la infección por VIH 
en los niveles de seroprotección frente a estos 6 patógenos vacunables en nuestra 
cohorte de estudio de Kinshasa. Sin embargo, éramos conscientes de que el bajo tamaño 
muestral (42 pacientes con plasma disponible) y el distinto número de infectados vs. no 
infectados con cada patógeno limitaría la robustez estadística de los resultados 
obtenidos, como realmente ocurrió. Por eso procedimos a hacer el análisis también 
empleando DBS para aumentar el tamaño muestral, por lo que dispusimos de datos de 





Hay que tener en cuenta que cuando se quiere ver la tasa de protección frente a un 
patógeno en una población infantil lo que más interesa es tener valores reales de 
inmunización y que todos los niños identificados como protegidos realmente lo estén 
(0% de falsos positivos). Por eso empleamos el cut-off o punto de corte con máxima 
especificidad (100%) de detección de IgG protectoras en nuestra cohorte de estudio a 
partir de muestras DBS, garantizando la ausencia de falsos positivos. Estos cut-off fueron 
calculados con muestras pareadas plasma/DBS de la misma cohorte de estudio (Tabla 
5.2). Sin embargo, es importante señalar que el cut-off en DBS para cada patógeno debe 
ser calculado en cada población de estudio con muestras pareadas y no se podrían 
extrapolar a otras poblaciones, salvo que tengan prevalencias similares para cada 
infección analizada.   
Como mostramos anteriormente, entre los 143 pacientes con DBS disponibles y 
empleando cut-off que daba 100% de especificidad, los niveles de seroprotección en los 
52 pacientes infectados con VIH fueron menores que los observados en los 91 niños no 
infectados para todas las IgG analizada, excepto para rubeola. Una hipótesis podría ser 
que la inmunización reducida frente a los  patógenos en pacientes con VIH pudiera estar 
influenciada por la menor capacidad observada en niños con VIH de mantener los títulos 
de anticuerpos a niveles adecuados en el tiempo, como veíamos en Introducción184–187.  
Como también se comentaba en Introducción, la protección proporcionada por las 
vacunas en infectados por VIH es menor que la de las personas inmunocompetentes184. 
Estos bajos niveles también puede deberse a una mayor mortalidad de los niños con VIH 
y enfermedades concomitantes. Los resultados de nuestra cohorte al comparar la 
inmunización entre infectados con VIH y no infectados se corresponde con estas 
afirmaciones. Excepto en la seroprotección frente a rubeola, que fue ligeramente 
superior en infectados con VIH tras emplear el cut-off de máxima especificidad, 
alcanzando significación estadística cuando se aplicó el cut-off óptimo.  
Este estudio cuenta con varias limitaciones. Empleamos muestras remanentes 
tomadas para otros estudios, por lo que no pudimos disponer de los plasmas de los 143 
pacientes. Además, los datos relacionados con el estado de inmunización y el número 
de dosis recibidas de cada vacuna no estaban disponibles en las hojas de información 




se solicitaron para completar el estudio, tampoco pudieron ser rescatadas por los 
clínicos locales de los hospitales participantes. Por ello, no podemos saber cuál es el 
porcentaje real de niños y adolescentes con IgG protectoras frente a las distintas 
enfermedades resultantes de su vacunación y cuál es debido a su exposición a los 
agentes infecciosos que las producen. Además, aunque los datos con DBS sugieren una 
menor protección frente a 5 de esos patógenos en niños y adolescentes con VIH (para 
algunos patógenos con apoyo estadístico), no hemos podido confirmar los datos 
encontrados por el bajo número de sujetos con plasma disponible184,186,364. La 
prevalencia de la enfermedad en el entorno podría modificar el cálculo del cut-off, ya 
que puede modificar la tasa de falsos positivos en el ensayo serológico84. 
Debído a que se contó con un bajo número de muestras pareadas plasma/DBS, estos 
resultados se deben tomar como preliminares y deberían confirmarse en un mayor 
número de muestras pareadas plasmas/DBS. Ello permitiría una mejor evaluación de la 
eficacia del DBS para medir el grado de inmunización para cada uno de esos 6 patógenos. 
Además, el número de muestras positivas y negativas en tosferina, difteria, rubeola y 
tétanos en nuestra población de estudio fue muy desigual. Por ello, se debería emplear 
una población que incluya un número similar de personas infectadas y no infectadas por 
cada patógeno, para ajustar mejor los cut-off para DBS. Sin embargo, este es un 
problema extendido, incluso en la validación de algunos de los test de Virclia empleados. 
Como se puede observar en sus fichas técnicas, el número de muestras analizadas para 
el control de calidad por test osciló entre 25-93 para los 6 patógenos, sin especificar 
cuáles de ellas son positivas y cuales negativas. Esto es debido a que la normativa de 
validación de las técnicas de diagnóstico in vitro comercializadas con el marcado CE 
[Reglamento (UE) 2017/746 del Parlamento Europeo y del Consejo y Real Decreto 
1662/2000], no tienen un número determinado de muestras obligatorias para obtener 
dicha validación. Sin embargo, las técnicas diagnósticas de otros patógenos como el VIH 
y la hepatitis sí que están regladas365.  
Aunque estudios como este abren la puerta a medir marcadores vacunales con DBS, 
reforzamos la necesidad de optimizar el cut-off usado en plasma cuando se quieran usar 
muestras de sangre seca para estudios de seroprevalencia. Por tanto, es esencial realizar 





equitativo de pacientes vacunados y no vacunados y con muestras pareadas 
plasma/DBS para asignar un valor definitivo de cut-off en DBS. Así se garantizaría una 
máxima especificidad y sensibilidad del test específico empleado. Además, los cut-off 
son específicos de cada ensayo empleado, no pudiendo ser extrapolados a ensayos de 
otras casas comerciales.  
Nuestros resultados podrían ayudar a expandir la detección de anticuerpos para la 
monitorización de la cobertura del nivel de seroprotección entre niños en entornos con 
recursos limitados o cuando la recolección de plasma/suero es compleja. También para 
confirmar si los programas de vacunación se han seguido adecuadamente en el país y 
para identificar los rangos de edad más vulnerables de la población.   
Por otro lado, en este estudio piloto presentamos resultados pioneros de 
seroprotección en DBS frente a 6 enfermedades prevenibles por vacunación en 
población pediátrica y adolescente de Kinshasa en RDC durante el periodo 2017-2018. 
Concluimos que la cobertura de vacunación en nuestra cohorte y, probablemente en 
todo el país, se debe mejorar urgentemente para evitar muertes infantiles evitables por 
vacunación, como el reciente brote de sarampión en 2019-2020 que causó la muerte de 
más de 6.000 niños181. Para prevenir brotes futuros, recalcamos la urgencia y necesidad 
de una correcta monitorización sero-epidemiológica periódica de la inmunidad a las 
enfermedades prevenibles por vacunación a nivel global y principalmente en países de 













El trabajo descrito en este capítulo ha sido preparado como dos artículos de 
investigación: 
-  Rodríguez-Galet A., Valadés-Alcaraz A., Rubio-Garrido M., Rodríguez-Domínguez 
M., Galán J.C., Reina G., Ndarabu A., Holguín A. Dried blood use for vaccine-
preventable disease IgG detection in limited resource settings. Pediatric (D1). En 
revisión. Artículo incluido en el Anexo V. 
- Rodríguez-Galet A., Rubio-Garrido M., Valadés-Alcaraz A., Rodríguez-Domínguez 
M., Galán J.C., Reina G., Ndarabu A., Holguín A. Prevalence of protective IgG 
against six vaccinable pathogens in children and adolescents from Kinshasa, in the 
Democratic Republic of Congo using plasma and DBS. Manuscrito en preparación.  
El trabajo fue presentado a los siguientes congresos: 
- Poster oral PO-09 en XI Congreso Nacional GeSIDA 2019 (Toledo, España). 
Rodríguez-Galet A., Valadés-Alcaraz A., Rubio-Garrido M., Rodríguez-Domínguez 
M., Galán J.C., Reina G., Ndarabu A., Holguín A. Evaluación de muestras de sangre 
seca (DBS) para analizar la presencia de marcadores serológicos de enfermedades 
prevenibles por vacunación en niños VIH+ 
- Poster P-085 en XI Congreso Nacional GeSIDA 2019 (Toledo, España). Rodríguez-
Galet A., Valadés-Alcaraz A., Rubio-Garrido M., Rodríguez-Domínguez M., Galán 
J.C., Reina G., Ndarabu A., Holguín A. Evaluación de la inmunidad a patógenos de 






























El diagnóstico precoz infantil es una de las prioridad de la OMS, ya que permite 
establecer un TAR temprano, reduce el daño del sistema nervioso central e inmune, los 
reservorios virales, así como la transmisión del VIH, y la morbi-mortalidad asociadas a la 
infección por VIH-1. El uso de las técnicas POC puede mejorar el diagnóstico y la 
monitorización, descentralizando estos servicios y reduciendo el retraso en el 
diagnóstico y en la identificación de los fallos de tratamiento. Sin embargo, faltan más 
estudios que evalúen su eficacia en cada una de las variantes del VIH y en los distintos 
formatos de muestras, incluída la sangre seca. Aún se debe de comprender mejor el 
impacto de la variabilidad genética del VIH en la eficacia de las técnicas POC, evaluando 
variantes complejas. En esta Tesis se evalúa la utilidad de nuevas técnicas POC para el 
diagnóstico precoz y la cuantificación de la CV en variantes complejas del VIH-1 usando 
muestras de DBS de Kinshasa, uno de los entornos geográficos con mayor diversidad de 
variantes, y donde se originó esta pandemia.  
Con este trabajo, detectamos errores diagnósticos en 4 adultos y 4 niños, 5 de ellos 
estaban recibiendo TAR innecesario al haber recibido un falso diagnóstico de VIH 
positivo tras emplear pruebas serológicas rápidas en RDC. Además, demostramos que 
las técnicas POC Xpert-CV y no-POC Roche-CV fueron adecuadas para cuantificar CV 
usando DBS en un amplio número de variantes no-B del VIH-1. Por lo que podrían 
emplearse en entornos con gran diversidad de variantes complejas del VIH-1 como es 
RDC, ya que incluimos en el análisis, por primera vez, un número elevado de 
recombinantes complejos. Así demostramos que las técnicas utilizadas pueden detectar 
y cuantificar con éxito recombinantes complejos en pol. Sin embargo, aunque ambas 
técnicas mostraban una buena correlación en la cuantificación de la CV, un 15,4% de las 
muestras presentaron diferencias de viremia clínicamente significativas. Por ello, se 
deberán realizar futuros estudios en un mayor número de muestras de cada variante 
del VIH-1 para identificar el impacto de la diversidad genética del VIH-1 en las distintas 
técnicas con apoyo estadístico. En base a los datos encontrados, también 
recomendamos ampliar el uso de CV en RDC para una detección temprana del fracaso 
terapéutico, pero usando siempre la misma técnica para evitar discrepancias, así como 
reforzar la adherencia y cambiar el régimen del TAR solo si es necesario en base a las 




Por todo ello, debido a la simplicidad de las técnicas POC, la rapidez de los resultados 
y su optima detección de variantes no-B del VIH, creemos que el uso de la plataforma 
Xpert de Cepheid para el HIV-1 puede ser muy útil. Ayudaría a la descentralización del 
diagnóstico molecular precoz infantil (Xpert-Qual) y de la cuantificación de la CV (Xpert-
VL) en RDC, acercando estos servicios a hospitales y clínicas locales y mejorando la 
atención de las personas que viven con VIH.  
Tras estudiar las variantes de VIH-1 que circulaban en Kinshasa y en RDC, fuimos 
conscientes de que la alta diversidad genética del VIH-1 encontrada podría presentar 
problemas en la correcta identificación de variantes del VIH si no se empleaban análisis 
filogenéticos profundos. Eso lo demostramos al encontrar un 8,8% de discrepancias al 
reanalizar secuencias previas de RDC depositadas en LANL, lo cual se pudo aclarar 
incluyendo en los análisis filogenéticos las nuevas variantes del VIH-1 surgidas en los 
últimos años y realizando análisis bioinfomáticos más precisos. Esto revela la necesidad 
de revisar y reclasificar las secuencias previas de las bases de datos con nuevos análisis 
filogenéticos y secuencias de referencia más actualizadas.  
En esta Tesis hemos presentado los datos más recientes relacionados con las 
variantes de VIH-1 que circulaban en Kinshasa durante el periodo 2016-2018, 
identificando grupos de transmisión y actualizando los datos de diversidad genética 
viral. Además, presentamos información única y actualizada sobre las tendencias 
temporales de los subtipos de VIH-1, CRF y URF en RDC durante un periodo de 43 años 
(1976-2018) y en Kinshasa desde 1983 a 2018. Entre las múltiples variantes encontradas 
en nuestra cohorte de estudio en Kinshasa (2016-2018), el subtipo A seguía siendo la 
variante del VIH-1 más frecuente, y sus recombinantes las variantes más prevalentes. 
Esta alta presencia puede deberse a que Kinshasa se baraja como el origen de este 
subtipo A, así como de los subtipos G y F1. La prevalencia del subtipo D, cuyo origen 
también se asocia a Kinshasa, disminuyó en la ciudad durante 2016-2018. Asimismo 
encontramos que casi 4 de cada 10 variantes que circulaban en Kinshasa durante los 
periodos de 1983-2008 y 2016-2018 pertenecian a virus con secuencias recombinantes 
en pol, otra muestra más de la gran heterogeneidad de variantes en la ciudad. Incluso, 





recombinante CRF47_BF, que puede sugerir una importación del subtipo B a RDC desde 
España o Brasil.  
Por otro lado, la diversidad de los recombinantes varía según la edad de los pacientes 
de nuestra cohorte, siendo la de los CRF mayor en adultos y la de los URF mayor en niños 
y adolescentes, sugiriendo que las nuevas variantes que se están generando son cada 
vez más complejas y desconocidas. Además, usando una estrategia de trazabilidad de 
fragmentos genéticos, observamos una red de recombinación que involucraba 17 
secuencias de niños y adolescentes. Ello confirma el importante papel de la 
recombinación en la pandemia del VIH y la importancia de la identificación de 
antepasados comunes para comprender el origen y la propagación de la recombinación 
del virus. Aunque el impacto biológico y clínico aún no se ha aclarado, cada vez hay más 
pruebas de que la recombinación ha desempeñado un papel importante en la historia 
de la pandemia del VIH-1 y en la evolución viral. Nuestro conjunto de secuencias es el 
más reciente en RDC hasta la fecha y proporciona los datos más extensos sobre niños y 
adolescentes infectados por VIH en el país. Así, los resultados obtenidos han permitido 
actualizar el conocimiento de la epidemiología molecular del VIH en RDC. La vigilancia 
molecular periódica del virus es esencial para conocer la evolución de la epidemia del 
VIH-1 en cualquier país y así poder rastrear cepas emergentes del VIH, cada vez más 
complejas y diversas, y su tendencia en el tiempo.  
Las secuencias virales de los pacientes pediátricos y adolescentes con VIH de Kinshasa 
fueron también analizadas para estudiar, por primera vez, las resistencias a ARV en este 
colectivo del país incluyendo, además, el estudio de MDR a INIs. En el país no está 
disponible el análisis de resistencias de manera rutinaria y no se han proporcionado 
nunca datos oficiales. Los cambios en el régimen del TAR están determinados por la 
disponibilidad de ARV y guiados por sospecha clínica de fracaso terapéutico, y no por la 
identificación de MDR seleccionadas en el genoma viral. Nuestro estudio reveló que 7 
de cada 10 niños y adolescentes con VIH de Kinshasa con secuencias disponibles estaban 
infectados por virus resistentes, principalmente a ITINAN y a ITIAN. Así, 4 de cada 10 
tenían doble resistencia a ITIAN+ITINAN y 1 de cada 10 triple resistencia a 
ITIAN+ITINAN+IP. La resistencia más común fue frente a EFV y NVP, ambos fármacos de 




cuanto a las MDR frente a INI, solo se encontraron mutaciones secundarias o accesorias. 
Por ello, tanto los IP como los INI podrían ser una buena alternativa terapéutica en RDC, 
en sustitución de los ITIAN e ITINAN con alto grado de resistencias. Por otro lado, 1 de 
cada 3 niños y adolescentes con VIH tratados en Kinshasa presentaron viremia no 
suprimida en ausencia de virus resistentes, lo que sugiere que este colectivo también 
requiere apoyo de adherencia al TAR. Estos análisis de resistencia proporcionan 
información única relacionada con estas poblaciones vulnerables en Kinshasa y en el 
resto del país, donde casi 3 millones de niños y adolescentes están infectados por VIH 
sin acceso a CV ni monitorización de resistencias. La alta prevalencia de virus resistentes 
observada podría comprometer los objetivos 95-95-95 de ONUSIDA para controlar la 
infección en el país. Lo que refuerza la importancia de la monitorización rutinaria y 
periódica de resistencias para controlar la propagación de variantes resistentes y para 
una elección óptima de las terapias de rescate tras el fracaso terapéutico, donde los IPs 
o INIs podrían ser buenos candidatos. 
Por otro lado, el conocer el estado inmunológico del paciente es otro aspecto 
interesante de la monitorización de la infección por VIH, al poder predecir el riesgo de 
disfunción inmunitaria crónica, especialmente la inflamación persistente, que 
contribuye a un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad entre las personas con VIH. En 
esta Tesis se aportan datos pioneros sobre la expresión de 10 marcadores inmunes en 
tres grupos de pacientes pediátricos con o sin infección o exposición al VIH. Además, 
representa el primer estudio piloto que utiliza DBS en lugar de plasma/suero para medir 
la expresión génica de marcadores inmunes y de inflamación en niños infectados, 
expuestos al virus pero sin infectar (hijos de mujer seropositiva) y no expuestos. 
Encontramos que algunos marcadores inmunes y de inflamación en los niños expuestos 
por VIH fueron más similares a los de los niños infectados que a los no expuestos, 
sugiriendo que la exposición al VIH, y no solo la infección, tendrían consecuencias en el 
estado inmune de los niños. Así identificamos varios biomarcadores con una expresión 
significativamente mayor en los grupos de niños infectados y expuestos al VIH respecto 
al grupo de no expuestos. Esa sobreexpresión podría contribuir a un estado de salud 
alterado relacionada con la inflamación crónica en infectados y expuestos al VIH. La 





inmunitarios en DBS podría ser interesante para monitorizar la inflamación en los recién 
nacidos infectados por el VIH, así como en los niños no infectados pero expuestos. Sin 
embargo, sería interesante confirmar los resultados en  cohortes con mayor número de 
pacientes en cada uno de los 3 grupos de estudio empleando muestras pareadas 
plasmas/DBS. 
Otro tema de interés en la población pediátrica y adolescente de cualquier país es 
conocer su estado inmune con respecto a enfermedades prevenibles por vacunación, 
analizando la presencia o ausencia de IgG protectoras frente a enfermedades infecciosas 
comunes. En esta Tesis medimos el porcentaje de niños y adolescentes con niveles de 
IgG protectoras en plasma frente a 6 enfermedades prevenibles por vacunación: 
difteria, tétanos, tosferina, sarampión, paperas y rubeola. Encontramos que la 
inmunización de la población de estudio fue mayor para rubeola (93%), difteria (72%), 
paperas (69%) y sarampión (64%) y muy baja para tétanos (7%) y tosferina (2,3%). Los 
niveles de inmunización frente a sarampión y difteria estaban por encima de la 
cobertura vacunal del país (57%), lo que parece indicar que parte de la población 
protegida estudiada puede haber adquirido IgG protectoras por la infección con el 
patógeno, y no solo mediante la vacunación. Lo contrario ocurre en tétanos y tosferina, 
donde el bajo grado de población protegida podría deberse a una vacunación 
insuficiente o a la perdida de esta inmunidad con la edad, lo que la pone en peligro ante 
brotes futuros.  
Con el fin de hacer estas medidas en DBS, establecimos para cada patógeno los 
valores de corte para la detección de IgG protectoras que proporcionaban una máxima 
(100%) especificidad (para no encontrar ningún falso positivo) o los valores más óptimos 
combinando sensibilidad/especificidad en DBS. Observando la cobertura de vacunación 
en el país y en nuestro estudio, es evidente que se debe mejorar urgentemente esta 
cobertura para evitar muertes infantiles evitables. La vacunación es esencial y debe ser 
una prioridad para la salud pública de cada país y su monitorización seroepidemiológica 
es fundamental para prevenir futuros brotes y controlar y mejorar los programas de 
vacunación. 
Cabe destacar que todos los resultados de esta Tesis han sido comunicados a los 




puedan tomar decisiones que mejoren su tratamiento y seguimiento de la infección por 
VIH en RDC. Así hemos transferido conocimiento y divulgado los resultados generados 
en el ámbito científico y a la sociedad. 
Toda esta Tesis se ha llevado a cabo en muestras DBS debido a las facilidades que 
aporta en cuanto a recolección, almacenamiento y transporte en países como RDC, 
donde no siempre se dispone de refrigeración fiable, equipamiento para separar 
plasma/suero o volúmenes de muestra suficiente cuando se trata de niños con 
desnutrición o bajo peso. Gracias a este formato de muestra, hemos podido evidenciar 
limitaciones en el diagnóstico y monitorización del VIH y en las campañas de vacunación 
en RDC. Reflejando así, la necesidad que tiene este país subsahariano, como muchos 
otros, de reforzar su sanidad pública para controlar la epidemia de VIH y otras 
enfermedades en niños y adultos. 
Con este trabajo queremos reforzar el uso de DBS como muestra alternativa al 
plasma/suero para estudios de epidemiología molecular, para el diagnóstico precoz 
infantil con técnicas POC, y también para la monitorización de fracasos terapéuticos, 
estado del sistema inmune o situación inmunológica frente a otros patógenos 
vacunables. Con los ajustes necesarios de las técnicas y optimizando procesos, pueden 
ampliarse mucho sus posibilidades. A partir del DBS se puede extraer material genético 
del VIH (ARN viral y ADN proviral) o de cualquier patógeno que se encuentre en sangre, 
lo que nos permite amplificar por PCR cualquier región del genoma del mismo. Ello nos 
permite detectar variantes o MDR u otros cambios de interés clínico o biológico. Incluso 
se pueden medir en DBS expresión de genes celulares o de marcadores inmunes como 
inmunocheckpoints o marcadores vacunales como hemos mostrado en esta Tesis. Por 
todo ello, los DBS son una muestra óptima y alternativa que puede ser aplicada a la 












1. Gracias a las técnicas POC hemos podido detectar falsos positivos en los 
diagnósticos realizados en RDC en nuestra cohorte de estudio, empleando DBS. 
Por lo tanto, las técnicas POC pueden mejorar el diagnóstico precoz y la 
monitorización de la infección, reduciendo fallos en el diagnóstico y detectando 
precozmente fracasos terapéuticos, para evitar tratamientos innecesarios.  
2. La técnica POC cuantitativa evaluada muestra una buena correlación con técnicas 
cuantitativas convencionales, incluso en entornos con gran diversidad de 
variantes del VIH-1, como Kinshasa. Sin embargo, las diferencias en la 
cuantificación de la CV entre técnicas en algunas muestras refuerzan la necesidad 
de realizar estudios con mayor tamaño muestral para analizar la influencia de la 
diversidad genética del VIH. 
3. Presentamos los datos más recientes de las variantes del VIH-1 que circulaban en 
Kinshasa durante 2016-2018, identificando grupos de transmisión y actualizando 
los datos de diversidad genética viral. Además, presentamos información 
actualizada sobre la tendencia de las variantes del VIH-1 en RDC durante un 
periodo de 43 años y en Kinshasa de 1983-2018.  
4. La diversidad de variantes del VIH-1 en RDC es muy elevada. Así, el 40% de las 
variantes de nuestra cohorte tenían secuencias recombinantes en pol y, de ellos, 
el 65% eran URF. Por ello, es importante una vigilancia molecular periódica para 
rastrear variantes emergentes del VIH en el país, y así observar su tendencia en 
el tiempo. 
5. Siete de cada 10 niños y adolescentes con VIH en TAR de Kinshasa con sospecha 
clínica de fracaso terapéutico estaban infectados por virus resistentes, 
principalmente a ITINAN y a ITIAN. Observamos que los IP y los INI podrían ser 
una buena alternativa terapéutica en RDC a los ITINAN. 
6. La alta prevalencia de virus resistentes observada podría comprometer los 
objetivos 95-95-95 de ONUSIDA. Por ello, será muy importante la monitorización  
periódica futura de resistencias para controlar la propagación de cepas 





7. Un tercio de los niños y adolescentes con VIH tratados de Kinshasa en estudio 
presentaron CV no suprimida en ausencia de virus resistentes, lo que sugiere que 
este colectivo también requiere refuerzo en la adherencia al TAR. 
8. En el estudio piloto de marcadores inmunes en niños infectados con VIH, 
expuestos al virus y no expuestos, algunos marcadores en los expuestos fueron 
más similares a los de los infectados que a los no expuestos. Esto sugiere que la 
exposición al VIH tendría consecuencias en el estado inmune de los niños. Estos 
resultados deberán de ser confirmados en un mayor número de pacientes. 
9. Tras medir niveles de IgG protectoras en muestras de plasma disponibles frente 
a 6 enfermedades prevenibles por vacunación en nuestra población pediátrica y 
adolescente de Kinshasa, observamos que está muy por debajo de los niveles de 
inmunización deseados, lo que la hace susceptible ante futuros brotes.  
10. Con el fin de medir estos niveles de IgG en DBS, calculamos distintos valores de 
corte que proporcionan una máxima especificidad y/o sensibilidad para cada 
patógeno y así extrapolarlo a toda la cohorte. 
11. Demostramos que los DBS son útiles como muestra alternativa al plasma/suero 
para estudios de epidemiología molecular, diagnóstico precoz infantil, y para la 
monitorización de fracasos terapéuticos, estado del sistema inmune o situación 
inmunológica frente a otros patógenos vacunables.  
12. En RDC, hemos evidenciado limitaciones en el diagnóstico, en la monitorización 
del VIH y en campañas de vacunación, reflejando la necesidad de reforzar su 
sanidad pública para controlar la epidemia de VIH y otras enfermedades. 
13. Todos los resultados han sido comunicados a los médicos y sanitarios 
responsables del seguimiento clínico de los pacientes en estudio para que puedan 
tomar decisiones que mejoren su tratamiento y seguimiento de la infección por 
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Material suplementario  






Figura Suplementaria I.1. Ficha clínica de los pacientes incorporados en el estudio desde los 
hospitales de Kinshasa. 
 
CODIFICACIÓN DE MUESTRAS DE SANGRE SECA (DBS) 
Codificación en el hospital del paciente (lactante / niño): 
Codificación de la muestra de DBS (código de paciente aaaa-RDC): 
Fecha de toma de DBS (3 tarjetas/paciente; 5 gotas/tarjeta): 
Nombre del técnico que realiza la DBS: 
 
DATOS EPIDEMIOLÓGICOS DE LOS NIÑOS 
 Edad : ____ años,  ______ meses, _______ dias.                             
Género:   Masculino: □  Femenino: □   
Huérfano:   Sí: □  No: □   
Lugar de nacimiento:                                         
País:  
 
DATOS CLÍNICOS DE LOS NIÑOS 
Estado del niño:   VIH+ □        VIH- □            Expuesto □                  Desconocido □ 
Vía de transmisión:     Vertical □        Sexual □         Transfusión □    Desconocido □  
Médico encargado del seguimiento del niño: 
Fecha de la 1ª prueba serológica de diagnóstico si se realizó (día/mes/año) y técnica utilizada: 
Fecha de la prueba serológica confirmatoria si se realizó (día/mes/año) y técnica utilizada: 
Fecha del 1er diagnóstico molecular si se realizó (día/mes/año) y técnica utilizada: 
Estadio clínico según la clasificación de la OMS: 1 □           2 □         3 □         4 □ 
Lactancia:                   Sí □          No □            Desconocido □               
 
Ultimo valor de células T CD4 si está disponible y fecha: 













   
   














1°      
2°      
3°      
Fallos de tratamiento anteriores          Sí □        No □           Desconocido □               
Si se conocen coinfecciones: 





DATOS CLÍNICOS DE LA MADRE 
Estado de la madre:   VIH+ □        VIH-□             Desconocido □        
Fecha de diagnóstico de la madre:  
Técnica : 
Vía de transmisión :     Vertical □        Sexual □                 Transfusión □   Otras  □  
Terapia antirretroviral materna durante el embarazo:         Sí □     No □       Desconocido □               
 
Antirretrovirales utilizados y duración: 
Adherencia al tratamiento si está disponible (declarado) 
Terapia antirretroviral en la madre durante el parto:       Sí □     No □       Desconocido □  
Antirretrovirales utilizados y duración: 
Adherencia al tratamiento si está disponible (declarado) 
Lactancia del niño expuesto:                                           Sí □     No □       Desconocido □ 
Duración de la lactancia materna (en meses desde el nacimiento):                             
 
Terapia antirretroviral durante la lactancia:                     Sí □     No □        
Adherencia al tratamiento si está disponible (declarado): 
 
Carga viral de la madre próxima al parto si se hace: 
   RNA-HIV-1 copias/ml: 
   Técnica 
   Fecha  
 
Otra carga viral en la madre si está disponible y fecha : 
 























OPR1 PR TGAARGAITGYACTGARAGRCAGGCTAAT 52,3ºC 53ºC 29 2057-2085 
OPR2 PR AYCTIATYCCTGGTGTYTCATTRTT 55,1ºC 53ºC 25 2955-2979 
OPR3 PR YTCAGRCAGRCCRGARCCAACAGC 60,8ºC 53ºC 24 2135-2159 
OPR4 PR CTGGTGTYTCATTRTTKRTACTAGGT 61,3ºC 53ºC 26 2945-2970 
ORT1 RT TTTYAGRGARCTYAATAARAGAACTCA 38,4ºC 53ºC 27 2777-2803 
ORT2 RT CCTCITTYTTGCATAYTTYCCTGTT 62,1ºC 53ºC 24 3599-3623 
ORT3 RT TTYTGGGARGTYCARYTAGGRATACC 54,5ºC 53ºC 26 2808-2833 









INPS1_CUN IN TAGTAGCCAGYTGTGATAAATGYC 60,1ºC 55ºC 24 4336-4359 
INPR8_CUN IN TTCCATGTTCTAATYCTCATCCTG 60,1ºC 55ºC 24 5081-5105 
INPS3_CUN IN GAAGCCATRCATGGACAAG 55,2ºC 55ºC 19 4371-4389 
INPR9_CUN IN ATYCTCATCCTGTCTACYTGCC 60,3ºC 55ºC 22 5072-5093 
Leyenda Figura Suplementaria I.2. PR, proteasa; RT, retrotranscriptasa; IN, integrasa; nt, nucleótidos; aa, 
aminoácidos; Numeración referida al aislado de referencia de subtipo B HXB2 (nº acceso del Genbank 
K03455); Tm, temperatura de fusión o melting; Th, temperatura de hibridación; nº, número. Cebadores 






Figura Suplementaria I.3. Mutaciones de resistencia (MDR) a las distintas familias de 
antirretrovirales en pacientes tratados según Stanford. 
 
Leyenda Figura Suplementaria I.3. Subrayado en negrita, susceptibilidad reducida de alto nivel (MDR 
primarias); negrita, susceptibilidad reducida (MDR secundarias); texto sin formato, susceptibilidad reducida 
en combinación con otras MDR (MDR accesorias); asterisco, mayor susceptibilidad; TAM, mutaciones del 
análogo de timidina; Ins, inserción; ATV/r, Atazanavir/ritonavir; DRV/r, Darunavir/ritonavir; LPV/r, 
Lopinavir/Ritonavir; ABC, Abacavir; ZDV, Zidovudina; FTC, Emtricitabina; 3TC, Lamivudina; TFV, Tenofovir; 
DOR, Doravirina; EFV, Enfavirez; ETR, Etravirina; NVP, Nevirapina; RPV, Rilpivirina; BIC, Bictegravir; DTG, 


















Tabla Suplementaria I.1. Secuencias de cebadores usados en RT-qPCR para medir los marcadores 







Gen Cebador directo (5’-3’) Cebador reverso(5’-3’) 
β-ACTIN GTGGGGCGCCCCAGGCACCA   CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 
B7.1 GGGAAATGTCGCCTCTCTGA TGTGGATTTAGTTTCACAGCTTGC 
B7-H5 (VISTA) CGTCCCTAGGTCCGGTGG TGCGGTACCACGTCTTGTAG 
CD14 CTGCAACTTCTCCGAACCTC TAGGTCCTCGAGCGTCAGTT 
CD163 CAGCGGCTTGCAGTTTCCTC GGCCTCCTTTTCCATTCCAGAAA 
HIF-1α TTCCAGTTACGTTCCTTCGATCA TTTGAGGACTTGCGCTTTCA 
HVEM (TNFRSF14) GTGCAGTCCAGGTTATCGTGT CACTTGCTTAGGCCATTGAGG 
IRAK-M TTTGAATGCAGCCAGTCTGA GCATTGCTTATGGAGCCAAT 
Galectin-9 (HUAT) TCTGGGACTATTCAAGGAGGTC CCATCTTCAAACCGAGGGTTG 
PD-L1 (CD274) TGGCATTTGCTGAACGCATTT TGCAGCCAGGTCTAATTGTTTT 





































Tabla Suplementaria II.1. Sobreestimación de la CV considerando los ensayos cuantitativos y 
las variantes del VIH-1 definidas por análisis filogenético.  
CV en DBS Número de los 78 DBS Variantes del VIH-1 
Mayor por Xpert-CV 54 (69,2%) 
2C, 2H, 1CRF05_DF, 1CRF11_cpx, 1CRF18_cpx, 
1CRF25_cpx, 2CRF27_cpx, 1CR45_cpx, 26URF, 
17 sin secuencia 
Mayor por Xpert-CV (>0,5 log) 
11 total (14,1%) 
11/54 sobreestimados (20,3%) 
1C, 2H, 1CRF11_cpx, 1CRF27_cpx, 5URF, 
1 sin secuencia 
Mayor por Roche-CV 23 (29,5%) 
1H, 1J, 1CRF19_cpx, 2CR45_cpx, 15 URFs, 
3 sin secuencia 
Mayor por Roche-CV (>0,5log) 
1 total (1,3%) 
1/23 sobreestimados (4,3%) 
1CRF45_cpx 
Casos totales con diferencias 
de CV >0,5 log entre ensayos 
12 (15,4%) 
1C, 2H, 1CRF11_cpx, 1CRF27_cpx, 1CRF45_cpx, 
5URF, 
1 sin secuencia 
Leyenda Tabla Suplementaria II.1. CV, carga viral; phy, análisis filogenético; DBS, dried blood spots o 


































Figura Suplementaria III.1. Árbol filogenético que incluye 66 secuencias pol adscritas a subtipos puros 






Leyenda Figura Suplementaria III.1. Árbol filogenético usando secuencias parciales de pol (1.127nts) 
reconstruidas por el método de máxima verosimilitud (ML) con RAxML v8.0 usando el tiempo general reversible 
más la proporción de sitios invariables más el modelo evolutivo del parámetro de distribución gamma (GTR+I+G) 
generado con el software MEGA6 (https://www.megasoftware.net/), como se informa en la sección de métodos. 
Los círculos marcan nuestras 66 muestras atribuidas a subtipos puros de VIH-1 en pol recolectados recientemente 
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Figura Suplementaria III.2. Cluster de transmisión número 1 identificado por árbol de máxima verosimilitud y modelo evolutivo GTR+I+G incluyendo un niño, 
un adolescente y una mujer de Kinshasa. 
 
Leyenda Figura Suplementaria III.2. Árbol PhyML usando secuencias parciales de pol de 3 pacientes que pertenecen al cluster de transmisión 1, incluyendo 4.090 secuencias 
referencia pol de RDC depositadas en LANL asignadas a subtipos puros del VIH-1. La figura ha sido generada con el software MEGA6 (https://www.megasoftware.net/). Datos 
epidemiológicos conocidos están incluidos en la Tabla 2.2. 
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Figura Suplementaria III.3. Cluster de transmisión número 2 identificado por árbol de máxima 
verosimilitud y modelo evolutivo GTR+I+G incluyendo dos adultos de Kinshasa.
Leyenda Figura Suplementaria III.3. Árbol PhyML usando secuencias parciales de pol (1.279 nts) de los pacientes 
CUN24 y CUN82 que pertenecen al cluster de transmisión 2, incluyendo 4.090 secuencias de referencia pol de RDC 
depositadas en LANL asignadas a subtipos puros del VIH-1. Generada con MEGA6 
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Figura Suplementaria III.4. Cluster de transmisión número 3 identificado por árbol de máxima 
verosimilitud y modelo evolutivo GTR+I+G incluyendo dos adultos de Kinshasa.  
 
Leyenda Figura Suplementaria III.4. Árbol PhyML usando secuencias parciales de pol (648 nts) de los pacientes 
CUN28 y CUN32 que pertenecen al cluster de transmisión 3, incluyendo 4.090 secuencias referencia pol de RDC 
depositadas en LANL asignadas a subtipos puros del VIH-1. La figura ha sido generada con el software MEGA6 
(https://www.megasoftware.net/). Datos epidemiológicos conocidos están incluidos en la Tabla 2.2 
    INT  
HXB2  4383 5031  
16.CUN28 A    
16.CUN32 A    
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Figura Suplementaria III.5. Cluster de transmisión número 4 identificado por árbol de máxima 
















Leyenda Figura Suplementaria III.5. Árbol PhyML usando secuencias parciales de pol (1.269 nts) de los 
pacientes 16.RDC_P3 y 17.RDC_P49 que pertenecen al cluster de transmisión 4, incluyendo 4.090 secuencias 
referencia pol de RDC depositadas en LANL asignadas a subtipos puros del VIH-1. La figura ha sido generada con el 
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              Código del paciente                 nº de fragmento/subtipo VIH-1  A B D G H 
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Leyenda Figura Suplementaria III.6. A. Red de transmisión de recombinación. B. Árbol PhyML de RecG, utilizando 
secuencias parciales de pol (615 nt, HXB2 4390-5005) de 9 niños y adolescentes, incluyendo 4.090 secuencias de 
LANL de referencia pol de RDC atribuidas a subtipos puros de VIH-1. C. Árbol PhyML de RecB, utilizando secuencias 
parciales de pol (599 nt, HXB2 2935-3534) 8 niños y adolescentes, incluyendo 4.090 secuencias de referencia pol 
disponibles en LANL de RDC adscritas a subtipos puros de VIH-1. Círculos de colores, secuencias pol de pacientes 
involucradas en la red de recombinación que comparten fragmentos de subtipo G (RecG) y/o B (RecB) de pol 
respaldados por valores de bootstrap >80% en árboles PhyML. En cuadrados coloreados, los números se refieren 
al fragmento pol analizado (numeración según HXB2): 1, posiciones 2253-2934 (proteasa); 2, posiciones 2935-3534 
(retrotranscriptasa); 3, posiciones 3704-4389 (retrotranscriptasa); 4, posiciones 4390-5005 (integrasa); las letras 
se refieren a la variante del VIH-1: A, subtipo A; B, subtipo B; D, subtipo D; G, subtipo G; H, subtipo H; U, 
desconocido. Para distinguir los fragmentos del mismo subtipo que no pertenecen al mismo ancestro, se agrega 
un superíndice. La figura se generó con el software MEGA6 (https://www.megasoftware.net/). Los datos 





























Figura Suplementaria III.7. Evento de recombinación identificado por máxima verosimilitud (PhyML) y el modelo evolutivo GTR+I+G con virus de 3 pacientes 
adultos de Kinshasa. 
Leyenda Figura Suplementaria III.7. Árbol PhyML usando secuencias parciales de pol (1.312 nt) de 3 adultos incluyendo 4.090 secuencias pol de referencia disponibles en 




Tabla Suplementaria III.1. Resumen de publicaciones con caracterización de variantes del VIH-1 de RDC.   
Estudio Localización en RDC 









Región genetica del VIH 
Secuencias 
disponibles en  
GenBank 














pacientes con TB, 
embarazadas y donantes 
de sangre 
Phy 247 





Kinshasa 1997 PBMC 
Paciente con TB 
Mujer embarazada 
Phy 2 Genoma casi completo SÍ 
Triques 
2000280 
- - - - Phy 1 Genoma casi completo SÍ 
Yang 2001281 Kinshasa 1985 Plasma Trabajadoras sexuales Phy 24 
gag (p24), env (C2V3, 
gp41) 
SÍ 







Pacientes con sida  
Bebé de 12 meses 
Phy 2 Genoma completo SÍ 
Kita 2004283 Likasi 2001 PBMC - Phy 24 pol (IN),  env (C2V3,gp41) SÍ 
































Mujer adulta Phy 1 
gag, pol, env 
(small fragments) 
SÍ 




Estudio Localización en RDC 









Región genetica del VIH 
Secuencias 








Pacientes ITS, ACP, 
sida, y TB 
Phy 8 Genoma casi completo SÍ 
Niama 
2009288 
- 1997 PBMC - Phy. 2 Genoma completo SÍ* 
Huang 
2009289 
- 1996 PBMC Pacientes asintomáticos Phy 2 Genoma completo SÍ 






Pacientes con TAR 
Pacientes naive 
Phy 93 pol (PR, RT) SÍ 
Kamangu 
2015291 




153 pol (PR, RT) No 
Boillot 
2016292 
Nord Kivu 2011-2012 DBS Pacientes con TAR Phy 55 pol (PR, RT) SÍ 
Rodgers 
2017273 



























Kinshasa 2016 DBS Niños y adultos Phy 58 pol (PR, RT, IN) SÍ 
Yamaguchi 
202017 
Kananga 2001 Plasma - Phy 1 Genoma completo SÍ 
Kwon 202030 
Kinshasa, Bukavu,  
Goma, Kananga, Kindu, 
Kikwit, Kisangani, Matadi, 
Lubumbashi, Mbandaka, 
Mbuji-Mayi 
2012 DBS Trabajadoras sexuales 
Herramienta 
de subtipaje 
online + Phy 
60 
145 
pol (PR, RT) 




Kinshasa 2016-2018 DBS 
Niños, adolescentes y 
adultos 




Leyenda Tabla Suplementaria III.1. RDC, República Democrática del Congo; DBS, dried blood spots o muestras de sangre seca; DPS, dried plasma spots o muestras de plasma 
seco; guión, dato desconocido; ITS, infecciones de transmisión sexual; ACP, asistente de la clínica prenatal; TB, tuberculosis; TAR, tratamiento antirretroviral; SIDA; síndrome de 
inmunodeficiencia adquirida, PBMC, peripheral blood mononuclear cells o células mononucleares de sangre periférica; Phy, análisis filogenético de secuencias virales; Nº, número; 
PR, proteasa; RT; retrotranscriptasa; IN, integrasa. GenBank, base de datos de secuencias GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/); EMBL, base datos de nucleótidos y 
secuencias EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/). *La mayoría de los estudios tiene sus secuencias disponibles en Genbank y 2 en EMBL (con asterisco). El número en súper índice 

































Tabla Suplementaria IV.1. Pacientes portadores de MDR a familias de ARV en la población de 
estudio: niños (0-14 años), adolescentes (15-21 años) y total. 
 
Leyenda Tabla Suplementaria IV.1. n, número de pacientes; sec., secuencias; IP, inhibidores de 
proteasa; ITIAN, inhibidores de la retrotranscriptasa análogos de nucleós(t)idos; ITINAN, inhibidores de la 
retrotranscriptasa no análogos de nucleós(t)idos; INI, inhibidores de la integrasa; MDR, mutación de 
resistencia a fármacos; ARV, fármacos antirretrovirales. 
 Sec. 
Total 
MDR Totales  
n (%) 
Solo Major-
MDR n (%) 
Major-MDR+Minor 









Resistencia simple 55 7 (12,7) 7 (12,7) 7 (12,7) 27 2 (7,4) 28 5 (17,9) 
A ITIAN 49 0 0 0 23 0 26 0 
A ITINAN 49 6 (12,2) 7 (14,3) 6 (12,2) 23 2 (8,7) 26 4 (15,4) 
A IP 36 0 0 0 18 0 18 0 
A INI 40 1 (2,5) 0 1 (2,5) 22 0 18 1 (5,6) 
Resistencia doble 55 24 (43,6) 26 (47,3) 24 (43,6) 27 13 (46,4) 28 10 (35,7) 
ITIAN+ITINAN 49 22 (44,9) 26 (53,1) 22 (44,9) 23 12 (42,8) 26 10 (38,5) 
ITIAN+INI 34 1 (2,9) 0 1 (2,9) 18 0 16 1 (6,3) 
ITINAN+INI 34 1 (2,9) 0 1 (2,9) 18 1 (5,6) 16 0 
Resistencia triple 55 6 (10,9) 3 (5,5) 5 27 3 (11,1) 28 3 (10,7) 
ITIAN+ITINAN+IP 36 4 (11,1) 3 (8,5) 3 (8,5) 18 2 (7,1) 18 2 (11,1) 
ITIAN+ITINAN+INI 34 2 (5,9) 0 2 (5,9) 18 1 (3,6) 16 1 (6,3) 
Resistencia 
cuádruple 
55 1 (1,8) 0 1 (1,8) 27 0 28 1 (3,6) 
IP+ITIAN+ITINAN+INI 26 1 (3,8) 0 1 (3,8) 15 0 11 1 (9,1) 
Resumen de resistencias a las familias de ARV        
No MDR 55 17 (31) 18 (32,7) 17 (31) 27 9 (33,3) 28 8 (28,6) 
ITIAN 49 30 (61,2) 30 (61,2) 30 (61,2) 23 15 (65,2) 26 15 (57,7) 
ITINAN 49 36 (73,5) 36 (73,5) 36 (73,5) 23 18 (78,3) 26 18 (69,2) 
IP 36 5 (13,9) 3 (8,3) 3 (8,3) 18 2 (11,1) 18 3 (16,7) 





Tabla Suplementaria IV.2. Mutaciones de Resistencia en niños (0-14 años) y adolescentes (15-
21 años) con secuencias disponibles. 
Leyenda Tabla Suplementaria IV.2. Sec., secuencias; IP, inhibidores de la proteasa; ITIAN, inhibidores de 
la retrotranscriptasa análogos de nucleós(t)idos; ITINAN, inhibidores de la retrotranscriptasa no análogos 
de nucleós(t)idos; INI, inhibidores de la integrasa; MDR, mutación de resistencia a fármacos; ARV, 
fármacos antirretrovirales. 
 Niños 












M184V 11 (47,8) 11 (42,3) 22 (44,9) 
T215Y/F 3/1 (17,4) 2/1 (11,5) 7 (14,3) 
K70R/N 2/1 (13) 4 (15,4) 6/1 (14,3) 
M41L 5 (21,7) 1 (3,8) 6 (12,2) 
L210W 4 (17,4) 2 (7,7) 6 (12,2) 
E44D 3 (13) 1 (3,8) 4 (8,2) 
D67N/E/G 2/1/0 (13) 0/0/1 (3,8) 2/1/1 (8,2) 
K65R 1 (4,3) 1 (3,8) 2 (4,1) 
L74I 2 (8,7) 0 2 (4,1) 
K219N/E 0/1 (4,3) 1/0 (3,8) 1/1 (4,1) 
T69D 1 (4,3) 0 1 (2) 







K103N/H/S 9/1/0 (13) 10/0/1 (42.3) 19/1/1 (42.9) 
Y181C 6 (26,1) 6 (23,1) 12 (24,5) 
G190A 4 (17,4) 8 (30,8) 12 (24,5) 
V108I 6 (26,1) 3 (11,5) 9 (18,4) 
K101E/H 4/0 (17,4) 3/2 (19,2) 7/2 (18,4) 
H221Y 3 (13) 3 (11,5) 6 (12,2) 
V106I 3 (13) 3 (11,5) 6 (12,2) 
L100I/V 1/0 (4,3) 2/1 (11,5) 3/1 (8,2) 
A98G 2 (8,7) 1 (3,8) 3 (6,1) 
Y318F 1 (4,3) 1 (3,8) 2 (4,1) 
K238T 1 (4,3) 1 (3,8) 2 (4,1) 
Y188L, F227L, P225H  0 1 (3,8) 1 (2) 







Primarias 1 (5,6) 2 (11,1) 3 (8,3) 
M46I 1 (5,6) 2 (11,1) 3 (8,3) 
I54V 1 (5,6) 1 (5,6) 2 (5,6) 
I50V, I84V 0 1 (5,6) 1 (2,8) 
I47V, V82M  1 (5,6) 0 1 (2,8) 
Secundarias 2 (11,1) 1 (5,6) 3 (8,3) 
K43T 2 (11,1) 0 2 (5,6) 
L10F, I47L, Q58E, N83D 0 1 (5,6) 1 (2,8) 







E157Q 0 2 (11,1) 2 (5) 
T97A 1 (4,5) 1 (5,6) 2 (5) 





Figura Suplementaria IV.1. Susceptibilidad a antirretrovirales por Stanford en 27 niños (0-14) y 28 adolescentes (15-21) con secuencia disponible. 
 ID 
Inhibidores de Proteasa (IP) 
Inhibidores de retrotranscriptasa análogos de 
nucleós(t)idos (ITIAN) 
Inhibidores de retrotranscriptasa 
no análogos de nucleós(t)idos 
(ITINAN) 
Inhibidores de Integrasa 
(INI) 









16.RDC_P3          *    * *  *  *      
16.RDC_P5          *    *     *      
16.RDC_P9          *    *     *      
16.RDC_P10          *    *     *      
16.RDC_P34          *    * *  *  *      
16.RDC_P35          *    * *  *        
16.RDC_P44          *    *     *      
17.RDC_P45          *    *     *      
17.RDC_P47          *    *   *  *      
17.RDC_P48          *    *     *      
17.RDC_P49          *    *     *      
17.RDC_P50          *    *     *      
17.RDC_P51          *    * *  *  *      
17.RDC_P52          *    * *  *  *      
17.RDC_P53          *    *     *      
17.RDC_P58          *    *     *      
18.RDC_P64          *    *     *      
18.RDC_P74     *    *   *  * *  *        
18.RDC_P75         * *    *   *  *      





18.RDC_P77     *    *     *           
18.RDC_P84              * *  *        
18.RDC_P86     *    *     * *          
18.RDC_P87          *    * *  *  *      
18.RDC_P91          *    * *  *  *      
18.RDC_P93              * *  *        














16.RDC_P4     *     *   * * *  *  *      
16.RDC_P7          *    * *  *  *      
16.RDC_P13          *    * *  *        
16.RDC_P33          *   * * *  *  *      
16.RDC_N37          *    *     *      
16.CUN16              * *  *        
16.CUN22          *    *     *      
17.RDC_P55          *    *     *      
17.RDC_P56          *    * *  *  *      
17.RDC_P11          *    *     *      
18.RDC_P65          *    * *  *  *      
18.RDC_P69          *    * *  *  *      
18.RDC_P71         * *    * *  *  *      
18.RDC_P72          *    * *  *  *      
18.RDC_P73     *     *    * *  *  *      
18.RDC_P79          *    * *  *  *      
18.RDC_P80          * *   * *  *  *      







Alto nivel de resistencias  
Nivel de resistencias 
intermedio 
 Bajo nivel de 
resistencia 
 
  Resistencia potencial 
  de bajo nivel 
   Susceptible  
  Secuencia no 
disponible 
 
Leyenda Figura Suplementaria IV.1. *Experiencia al fármaco ARV. Los códigos de identificación de los pacientes se proporcionaron en el laboratorio después de la 
recepción de la muestra para mantener su anonimato. ATV/r, Atazanavir/ritonavir; DRV/r, Darunavir/ritonavir; FPV/r, Fosamprenavir/ritonavir; IDV/r, Indinavir/ritonavir; 
LPV/r, Lopinavir/Ritonavir; NFV, Nelfinavir; SQV/r, Saquinavir/ritonavir; TPV/r Tipranavir/ritonavir; ABC, Abacavir; AZT, Zidovudina; D4T, Estavudina; DDI, Didanosina; FTC, 
Emtricitabina; 3TC, Lamivudina; TDF, Tenofovir; DOR, Doravirina; EFV, Efavirenz; ETR, Etravirina; NVP, Nevirapina; RPV, Rilpivirina; BIC, Bictegravir; DTG, Dolutegravir; EVG, 
Elvitegravir; RAL, Raltegravir.
18.RDC_P83          *    * *  *  *      
18.RDC_P85          * *   * *  *  *      
18.RDC_P89         * *    * *  *  *   *   
18.RDC_P90          *    * *  *  *      
18.RDC_P96          * *   * *  *  *      
18.RDC_P98          *    * *  *  *      
18.RDC_P99          *    * *  *  *      
18.RDC_P100          *    * *  *  *      
18.RDC_P101              * *  *        
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What’s Known on This Subject: Full vaccination can reduce infant and children 
morbidity and mortality. Plasma and serum samples are the gold standard specimens to 
analyze and quantify the presence of protective IgG antibodies against pathogens 
responsible of vaccine-preventable diseases.  
What This Study Adds: The study presents the first data regarding the validity of DBS to 
test immune protection to six pathogens 
(diphtheria/tetanus/pertussis/measles/mumps/rubella) with available vaccines in HIV-
infected-pediatric population, establishing the cut-off-values that provide optimal 








The Democratic Republic of Congo (DRC) presents high mortality rate in children 
under 5 years-old, reaching 88 per 1000 live births(1).The increase in global vaccine 
coverage has reduced disease, morbidity, and death in children (2-3). However, 
vaccine- preventable diseases such as measles or tetanus remain the leading cause 
of pediatric deaths in the DRC (4), where periodic measles outbreaks spread rapidly 
among unvaccinated or incompletely vaccinated populations. According to 2019-
WHO-data, diphtheria, tetanus and pertussis (DTP) third dose coverage, broadly 
used as an indicator of a country’s ability to provide immunization services, was 81% 
in the DRC (5) and less than 60% for the first and single dose of measles vaccine 
administered at 9 months- old(6). Children living with human immunodeficiency 
virus (HIV) tend to have lesser vaccine protection against vaccine-preventable 
diseases when compared to unexposed children(7). Most of HIV-infected children 
live in low-middle income countries where scarce laboratory resources and limited 
conditions for collecting and handling serum/plasma from blood difficult monitoring 
of real pediatric vaccination coverage. In these circumstances, dried blood 
specimens (DBS) represent a convenient sample for antibody detection(8), being 
easy to collect, store and transport without the need for cold chain(9). Our study 
analyses, for the first time, the validity of DBS to test the immune protection to 6 
pathogens causing immuno-preventable diseases in HIV-infected 
children/adolescents, establishing the cut-off values that provide optimal sensitivity 
and/or specificity in DBS for each infection. 
 
METHODS 
The study was conducted in accordance with the ethical guidelines of the 1975 
Declaration of Helsinki and was approved by the Ethical Committee in Monkole 
hospital (Kinshasa; DRC). An informed consent was obtained from parents, 
legally acceptable representative or guardians of participant statements. Paired 
DBS/plasma specimens were collected from 42 HIV-infected-children and 
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adolescents (13.7 year-old mean age), during 2017-2018 in Kalembelembe and 
Monkole hospitals (Kinshasa). Samples were shipped to our center in Spain to 
analyze and quantify the presence of protective IgG against six pathogens 
responsible for vaccine-preventable diseases: diphtheria, tetanus, pertussis, 
measles, mumps and rubella. Five µl of plasma and 1 DBS dot (70µl of blood) eluted 
in 770µl of phosphate-buffered-saline were tested by each specific VirClia®IgG kit 
(Vircell). Taking as reference results based on WHO positivity cut-off values 
providing 96-100% sensitivity and 100% specificity, we calculated DBS 
sensitivity/specificity/positive-negative predictive value for each test. ROC curves 
were generated with R software to get an optimal cut-off that offered maximum 
sensitivity and/or specificity for protective IgG detection against each pathogen in 
DBS from 42 HIV-infected pediatric patients. 
 
RESULTS 
Using plasma samples, our cohort showed immune protection to diphtheria (72%), 
tetanus (7%), pertussis (2.3%), measles (64%), mumps (69%) and rubella (93%). 
When plasma cut-off was used for DBS results interpretation, the sensitivity of each 
VirClia®IgG test for protective antibodies detection was 97-100% for 
pertussis/diphtheria/mumps/rubella and slightly lower for measles (81.8%) and 
tetanus (66.7%). Specificity remained close to 100% for pertussis (97.6%), but 
decreased for tetanus (87,2%), measles (40%), mumps (7.7%) and 
diphtheria/rubella (0%). We calculated a new cut-off value for each test offering 
optimal sensitivity and/or specificity in DBS, always increasing to reaching 
maximum specificity. The PPV ranged from 28.6% (tetanus) to 92.7% (rubella), 
while figures improved when applying the optimal DBS cut-off. Considering NPV, 
values ranged from 0% (rubella/diphteria) to 100% (mumps/pertussis) using 
manufacturer cut-off, increasing from 38.5% to 100% when the new DBS cut-off 








We present the first data demonstrating that dried blood can be used to study the 
seroprevalence against diphtheria, tetanus, measles, rubella and mumps with 
acceptable sensitivity and/or specificity (depending on clinical needs) only 
optimizing the plasma cut-off value for each pathogen, as have been reported for 
other pathogens (10). Pertussis was the only pathogen that achieved 100% 
sensitivity and 97.6% specificity in DBS with the same cut-off than plasma. The use 
of retrospective samples collected for other studies with unavailable data related 
to immunization status and number of doses received for each vaccine is a 
limitation of this study. Our results could help to expand antibody detection for 
vaccination coverage monitoring among HIV-infected children in resources-limited 
settings or when plasma/serum collection is difficult. We reinforce the need for 
optimizing the plasma cut-off value in paired plasma/DBS before using DBS to study 
the seroprevalence against pathogens. 
 
REFERENCES 
1. United Nations Inter-Agency. Group for Child Mortality Estimation (UN IGME). 
Levels & Trends in Child Mortality: Report 2019. United Nations Children's Fund, 
New York, 2019. 
2. World Health Organization. Global Health Observatory Data. Available at 
https://www.who.int/gho/immunization/en/. Last update July 2019. Accessed 
April 16, 2020. 
3. World Health Organization, UNICEF. Progress and Challenges with Achieving 
Universal Immunization Coverage, 2018. (Data as of July 2019). 
4. Institute of Health Metrics and Evaluation (IHME). The Democratic Republic of 
the Congo. Available at http://www.healthdata.org/democratic-republic-congo. 
Last update 2017. Accessed April 17, 2020. 
5. World Health Organization. WHO vaccine-preventable diseases: Monitoring 
system. Democratic Republic of the Congo. Available at 
https://apps.who.int/immunization_monitoring/globalsummary/estimates?c=
COD Last update July 2019. Accessed April 20, 2020. 
6. World Health Organization /African Region. Deaths from Democratic Republic 




outbreak- top-6000. Accessed April 16, 2020 
7.  Adetokunboh OO, Ndwandwe D, Awotiwon A, Uthman OA, Wiysonge CS. 
Vaccination among HIV-infected, HIV-exposed uninfected and HIV- uninfected 
children: a  systematic  review  and  meta-analysis of  evidence related to vaccine 
efficacy and effectiveness. Hum Vaccin Immunother. 2019;15(11):2578- 2589. 
8. Fernández McPhee C, et al. HIV-1 infection using dried blood spots can be 
confirmed by Bio-Rad Geenius™ HIV 1/2 confirmatory assay. J ClinVirol. 
2015;63:66-69. 
9. Su X, Carlson BF, Wang X, et al. Dried blood spots: An evaluation of utility in the 
field. J Infect Public Health. 2018;11(3):373–376. 
10. Holguín A, Norman F, Martín L, et al. Dried blood as an alternative to plasma or 






Table 1. Performance of VirClia®IgG tests for protective IgG detection against six pathogens responsible for vaccine-preventable 
diseases using dried blood from 42 pediatric patients. 
 MEASLES MUMPS RUBELLA 
Cut-off Sen Spe PPV NPV Cut-off Sen Spe PPV NPV Cut-off Sen Spe PPV NPV 
PLASMA >1,1 100% 100% 100% 100% >1,1 100% 100% 100% 100% >1.1 99% 100% 100% 100% 
DBS with PLASMA 
cut-off 




Max Sen ≥0,73 100% 13.3% 67.5% 100% >1,1 100% 7.7% 70.7% 100% >1.04 100% 0% 95% 0% 
Max Spe ≥2,83 55.6% 100% 100% 55.6% ≥6.18 37.9% 100% 100% 41,9% ≥3.97 43.6% 100% 100% 12% 
Optimal Sen 
and Spe 
≥2,7 59.3% 93% 94% 56% ≥5.19 55.2% 76.9% 84% 43% ≥1.84 92.3% 66.7% 97.3% 40% 
 
DIPHTHERIA TETANUS PERTUSSIS 
Cut-off (UI/ml) Sen Spe PPV NPV 
Cut-off 
(UI/ml) 
Sen Spe PPV NPV 
Cut-off 
(UI/ml) 
Sen Spe PPV NPV 
PLASMA >0.01 100% 100% 100% 100% >0,2 96% 100% 100% 100% >120 100% 100% 100% 100% 
DBS with PLASMA 
cut-off 




Max Sen ≥0.03 100% 25% 76.9% 100% ≥0,11 100% 46.2% 12.5% 100% ≥586 100% 100% 100% 100% 
Max Spe ≥0.1 36.7% 100% 100% 38.7% ≥0,5 33.3% 100% 10% 95.1% ≥586 100% 100% 100% 100% 
Optimal Sen 
and Spe 
≥0.09 46.7% 83.3% 78.5% 38.5% ≥0,24 66.7% 89.7% 33.3% 97.2% ≥586 100% 100% 100% 100% 
DBS; dried blood specimens; Max, maximum; Sen, sensitivity; Spe, specificity; PPV, positive predictive value; NPV; negative 
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−Listado de CRF del Laboratorio Nacional de Los Alamos 
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html  
−Alineamientos de secuencias VIH del Laboratorio Nacional de Los Alamos 
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html 












− Global Burden of Disease (GBD). Health Metrics and Evaluation (IHME). University of 
Washington. 
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https://infogram.com/app/#/library 
 
